Síntesis y regulación de la expresión del antibiótico poliquétido Actinorhodina en "Streptomyces coelicolor" A3(2) by Fernández Moreno, Miguel Angel
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID 
Departamento de Biología Molecular 
Síntesis y regulación de la expresión del antibiótico poliquétido 
Actinorhodina en Streptomyees eoelieolor A3(2) 
Miguel Angel Fernández Moreno 
Mayo, 1990 
UNIVERSIDAD AUTONCMA DE MADRID 
Departamento de Biología Molecular 
Síntesis y regulación de la expresión del antibiótico poliquetido 
Actinorhodina en Streptomyces coelicolor A3(2) 
Memoria presentada para optar a l  grado de 
Doctor en Ciencias Biológicas 
por e l  licenciado 
Miguel Angel Fernández Moreno 
Director : Dr.D.Francisco Malpartida Romero 
Investigador científico del CSIC (CNB) ", 
Agradecimientos : 
A l  doctor Francisco Malpartida Romero, d i rec tor  de e s t e  trabajo,  por 
su  capacidad de trabajo,  entrega, y disponibilidad extraordinarias. 
A l  profesor D.A.Hopwood, del John Innes I n s t i t u t e  de Norwich, por 
haberme dado l a  oportunidad de t raba ja r  en su laboratorio como un 
miembro m á s  de su equipo. 
AI doctor Rafael Pérez Mellado, por aceptar l a  ponencia de e s t a  
tesis, 
Tengo la  gran suerte de que resu l te  materialmente imposible 
mencionar a todos aquellos que de una manera u otra,  en e l  In s t i t u to  de 
Investigaciones Biomédicas, en e l  John Innes I n s t i t u t e  o en e l  
departamento de Biología Molecular de l a  UAM, me han hecho más 
agradable l a s  cosas durante estos años. Personas que, ofreciendo desde 
una sonrisa en un pas i l l o  hasta horas de t rabajo en un despacho, me han 
animado y enseñado. 
Querría hacer l l egar  desde aquí m i  especial  g ra t i tud  a m i s  
compañeros de laboratorio y a Elena por sus ánimos, to lerancia  y A 
paciencia, 

A mis padres 
A mi hermano 
1. - INTRCBUCCION 
.......... 1.1. - Características generales del género -.. 1 
1.1.1.- Ciclo biológioo de los 
1 . 1 . 2 . - W t & m l i s n r > e n ~  ........................................ 2 
............................ . 1.2. Organización génica en -. 3 
1.3,- Control de la expresión génica en a--.. ............. 5 
1.3.1.- A nivel de w @ b  
.............................................. 1.3.2.-A nivel de t r a m 6 n  7 
- ............................ 1.4. S- como modelo de estudio. 8 
........................... 1.5. - Actinorhodina como modelo de estudio. 12 
....................... 1.6.- me~t- : presente y perspectivas.. 15 
....................... 1.7.- Biotecnologia de antibibticos y futuro.. 16 
.................................................................. 11.- OBJETIVOS 18 
111 .- MA-S Y METODOS 
............................................. 111. l. - Productos químicos.. 19 
111.2.- Productos radiactivos 
111.3, - Enzimas 
111.4.- Cepas bacterianas utilizadas 
III.4.1.- 
III.4.2.- E.mli ........................................................... 20 
111.5.- Lista & plásmidos y fagos utilizados .. 
lX.5.1.- 
III.5.2.-E& ........................................................... 21 
111.6. . - Medios de cultivo 
111.6.1.- E.mli 
111.6.2.- 
.......................................... 111.7.- Soluciones y tampones 22 
........................... 111.8. - Conservación y selección & cepas.. 23 
111.9.- Preparación de organismos y fagos 
III.9.1.- 
IfI.9.1.1.- Suspención de esporas 
III.9.1.2.- Ewpwaci6n de micelio 
III.9.2.1.- Prepradón de células caqetentes 
III.9.2.2.- ETepraciÓn de f q s  : c 0 ~ c i Ó n  
m-9.3.- Otros 
........................................... 111.10. - Preparación de DNA.. 25 
IiI .lo. l. - MbxLpr~ciones de plásnidos 
111.10.2.- Preparación ci? DNA en gradientes de densidad de ClCs 
m.10.3.- J3epmción ci? DNA aamsúnico ci? ~~s 
111.10.4. - preparación ck D m  ci? f agos de 3-2 
m.10.5. - Preparación de DNA dr colifagos. Cadera &%le y 
.............................................. cadeM sencilla.. 26 
111.11.- Preparación de RNA de 
111.13.- Transfección géni~a 
111.14.- Ensayos de actividad biológica 
111.15.- Manipulación de bcidos nucleicos 
iIi. 15.1,- Digestión enzimática del DNA 
lI1.15.2.- Defosfarilación de extrerrrxs 5'de DNA 
......................... m.15.3,- Relleno de extrercios cohesivo~ de DNA. 28 
iII.15.4.- Ligacih de -S de DNA 
III.15.5. - D i g e s t i ó n  de EN4 con Exonucleasa 111 
III.15.6.- D i g e s t i ó n  de EN4 con BaL31 
iII.15.7.- Electroforesis en C@~S de agarosa 
111 -15.8. - Electroforesis en @es de acriiamida 
........ III.15.9.- Purificación de fracpatos de de geles de agarosa. 29 
III.15.U .- COstención de extrerros 5 'y 3' de DNA rrmcados 
radiactivamke 
iII .15.12. - 'IYansferencia de DNA a filtros de n i ~ l u l o s a  e 
hibridación de Acicbs nucleicos. 
III.15.13.- M p a  de S1 de alta resolución 
III.15.14.- Seaxmiacih del DNA....................................... 30 
m.15.15.- bkta$ksis dirigida de DNA 
111.16.- Soporte informática 
m. - RESULTADOS 
IV.1.- Tabla de clones realizados en este trabajo 
iV.1.- Secuenciaci6n de la región implicada en las 
......... primeras etapas & biosíntesis de actinorhodina.. 32 
iv.l.1.- Funci6n c??duci& piila las presuntas W's de expresión 
............................... temprana y d a  del cluster &. 46 
N.1.1.4.- =le papel clel resto de las m's de 
expresih t a r i p r a ~  y m3dia 
Iv.1,1.5.- Posible funci6n de las secencias especiales m 
............... d f i c a n t e s  situadas al final de la actW9 51 
............................ IV.2.. Región central del cluster act.. S3 
IV. 2.1.- s e c o e ~ h d 6 n  y análisis de la regi6n del 
....................................................... cl* 55 
.......... iV . 2.1 . 1. - l?qi6n dicpencable definida por las actIIQRn y 3 63 
IV.2.1.2. - Región oxlificante del reguiador positivo c k i  
............................................... cluster a 65 
iV.2.2.- Caracterizacib del gen rqdachr de l. cluster- ............. 69 
N.2.2.4.- A nivel de -o génico actIIW4 
N.3.- Caracterización de secuencias de activación 
.................................................... pleiotrópicas 77 
IV.3.1.- Funcionalichd de las secuencias SMS. .......................... 82 
............................. 117.3.2.- Caracterización de la región 83 
N. 3.2.1. . A nivel de transcripcibn 
N.3.2.2.-A nivel funcio ............................................ 84 
V .  DISCUSION 
........................ V . 1 . - Región de expresión temprana y media 89 
......................... V.2.. Región reguladora interna al cluster 94 
.................. V . 3 . - Región reguladora de acción pleiotrópica 101 
.................................................. V . 4. - Visión general 102 
3P 
an93r 
act 
u 
BrEt 
m 
w 
col. 
DNA 
m 
EMa 
Fig. 
9. 
sui 
q g  
m g r  
IPIG 
Kan 
Kanr 
kb 
m 
IA2 
_rmnr 
lmN3 
MYI 
ned 
Ilci 
CXE' 
P 
PEG 
m 
m 
M. 
RNA 
zaas. 
sx 
Strr 
m 
TSB 
m 
ts 
tsr 
ufp 
vrsh 
&E 
 cido os 
acyl carrier pmtein (prcsteína transpartadxra de acilos) . 
gen reybcbr de l a  biosíntesis d?l fa- y otros netabolitos secmkios 
en s.-
gen irtplica& en el  control de l a  biosirrtesis de mtabolitos mas 
- 
en-. 
anh,icSim 
resistencia a *idlb3 
a c t i m m  
bald (calvof. Mkación en S.coelicolor que mide l a  difexenchción de 
mid io  custrato a rdcelio aéreo dando 1- a un fenotipo característico. 
branuro de etido 
antibiótico &pmXerrte de calcio 
resistenda a cloramfenicol 
colabora&res 
ácido descxidhnucleico 
ditiotreitol 
ácido etilen dimino tetraacéticx, 
figura 
referencia a glicerol 
higanicina 
resistencia a higranicim. ~~ par el gen ar da S.%~scopicu~ 
i q r o p i l  í3-D tiogalcgalactopimn6siCb 
lcammiciM 
resistencia a k a M m i c i ~  
kilcbses 
tCmpón de lisis alcalina ng 1 
tCnrpón de lis& alcalina no 2 
g r u ~ o  de genes es t ructdes  y, al m s ,  m regulador negativo do m t i l e d c i ~  
- - 
en S, e l i c ~ l o r .  
RNA mnsa jero 
- 
&o mínirro 
resistencia a neanicina d e t e  por el  gen qhII del transpsón m5. 
rnicrcarios 
open readiq -, fase de lectura abierta 
pares de bases 
&ietilen glicol 
a s a r i a  binding site, sitio de mi6n drl r i b s a ~  
gen rq&&r de la expresiái de prcdi@osiM i n t a  al cluster en m 
referencia 
ácido r3mnucleioo 
semxbry rrietablisn actimtor ~ ~ p n c e s  
esmptarcici~ 
resistencia a estreptdcina 
ácido tricloroacétia3 
trancfonr~tion and storage buffer, tamp% de alma-+ y transfomcie;Bi 
de transferencia i 
uni&&s fomacbras de placas de lisis 
gen que &t& resistencia a vianicina en ,S&m~ms. 
gen cuya mutación inpi& el plegamiento ci? las hifas &eas en -. 
Femtípicamnte l a  c010nia es blanca. 
gen cuya mutación blquea la machnación de las espras 
~ u n f e m t i p s I m i l a r a o t r o s ~ e s W h i .  
wild type, tip Salvaje 
5+mm, 4-clor0,3-irdolil, &saiactopmsi& 
gen de catecol dioxigenasa de 

Si consideramos la biotecnología como una rama de la ciencia 
tendente al aprovechamiento de los recursos disponibles en los seres 
vivos, no podríamos considerarla una actividad nueva, pues ya los 
sumerios, hace más de 7000 aiios, aprovechaban distintos procesos 
biológicos para la obtención de alcohol y vinagre. Sin embargo, ha 
sido en este siglo cuando se ha ido más allá del simple 
aprovechamiento de un sistema y hemos comenzado a comprender los 
mecanismos y las posibilidades que encierran multitud de procesos 
biológicos, en ocasiones utilizados de modo rutinario. 
Desde mediados de la década de los 50, los datos sobre la 
estructura y función de los ácidos nucleicos se suceden, hasta que en 
los años 70, con el descubrimiento de los enzimas de restricción y la 
posibilidad de formar DNA's híbridos, se abren las puertas de la 
manipulación genética (Watson y Crick, 1953; Smith y Wilcox, 1970; 
Singer y So11,19731. 
Entre las inmensas posibilidades generadas por los avances de la 
biología molecular, se encontraba la manipulación directa de algunos ' 
genes y microorganismos implicados en procesos de interés industrial. 
Un grupo de esos microorganismos fue el constituído por las bacterias 
del género S-. 
Los 31-reptomyces, aunque fueron confundidos con hongos hasta 
mediados de los 50 (Cohn,1875; Hopwood,l986a), son realmente bacterias 
gram positivas de alto contenido en G-C (Woese,1987), cuyo hábitat 
natural es el suelo y cuyas características más relevantes son : (a) 
poseer un complejo ciclo celular, (b) biosintetizar una gran variedad 
de productos metabólicos, (c) su organización genómica y (d) poseer 
mecanismos específicos para la regulación de la expresión génica. 
. , .  1.1.1.- Ciclo bioloalco de Streptomyces. 
El ciclo biológico de los Streptomyces (fig.1, pag.2) comienza con 
la germinación de una espora, proceso durante el que se van disparando 
progresivamente los procesos metabólicos celulares aletargados 
(síntesis de RNA, síntesis de proteínas, etc.), a la vez que se 
degrada el material de reserva previamente almacenado. En 
aproximadamente dos horas comienza la síntesis de DNA y la formación 
del denominado tubo germinal, a partir del que se desarrolla el 
micelio sustrato como una compleja red de hifas. Este micelio 
sustrato, penetra y solubiliza los restos orgánicos del soporte en el 
que crece mediante la secreción de una enorme variedad de enzimas 
hidrolíticos (Chater, 1984) . 
El crecimiento de la colonia, determina una polaridad morfológica 
en la que se produce un gradiente de nutrientes desde el micelio- 
sustrato hacia la región no anclada en el soporte. En un determinado 
momento de carencia nutritiva, la zona más alejada de la región 
receptora de nutrientes recibirá una seiial que disparará la expresión 
de los genes implicados en la formación del micelio aéreo. Se ha 
especulado mucho sobre el tipo de seilales que provocan este paso y se 
han tratado de asociar a altos niveles de nucleótidos cíclicos y 
nucleósidos polifosfato como ppGpp, sin descartar el papel que puedan 
desempeñar ciertos productos endógenos difusibles entre los que 
destaca el factor A (Horinouchi y co1,,1983; Chater,1989). Las hifas 
aéreas, de superficie hidrof6bica y quitinácea, se desarrollan 
nutriendose parcialmente de los productos de la degradación del 
micelio sustrato, y una vez formadas se pliegan, enrollan y subdividen 
en compartimentos; después de la subdivisi6n regular de las hifas 
aéreas, se produce la septación, dando lugar a las esporas, que se 
liberan al medio, cerrando el ciclo biológico. El resultado final son 
esporas morfológicamente semejantes a las de otros microorganismos, 
aunque en Streptomyces no parecen ser termoresistentes. 
Algunos de los genes que intervienen en el ciclo celular de 
S-ces han sido caracterizados genética o físicamente. Por su 
relevancia para este trabajo, cabe citar : bldA, xhiG y whiE (alelos 
determinantes de los procesos de diferenciación morfológica) . 
Fi.g . 1 - Ciclo biológico de * 
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* Los genes que controlan los distintos pasos aparecen enmarcados. I 
l 
1.1.2.- M 1' 
El metabolismo de Streptomvces es enormemente versátil y rico, lo 
que le permite producir una gran variedad de compuestos. Es por ello 
por lo que se han acuñado los términos metabolismo primario y 
metabolismo secundario. El denominado metabolismo primario, haría 
referencia a los procesos encargados de satisfacer las necesidades 
biológicas vitales de toda célula, como la síntesis de DNA, la 
síntesis de proteínas, etc. y el denominado metabolismo secundario 
describiría el conjunto de procesos que dan lugar a la producción de 
otros compuestos no implicados directamente en el mantenimiento 
celular básico y sin los que el organismo sigue siendo viable : los 
metabolitos secundarios. 
Como exponente de la capacidad del género S ~ ~ ~ Q L C Q I D I  para 
producir gran cantidad de metabolitos secundarios de distinto tipo, 
cabe sefialar la producción de más del 70% de los antibióticos 
conocidos (Tomick,1988; Hopwood,l989) además de otros compuestos como 
antiparasitarios (Ikeda y ~01.~1987)~ agentes antivirales (Sarin, 
1988) y antitumorales (Strohl y col., 1989), herbicidas (Seto y 
col., 1983), amilasas (Long y col. ,1987) , proteasas (Henderson y 
co1,,1987), nucleasas y un largo etc., que da idea de las 
posibilidades que abre su estudio, tanto a nivel básico como aplicado. 
La producción de los denominados metabolitos secundarios en 
Stregtomyces, tiene lugar siempre en el mismo momento del ciclo 
celular, después de un rápido crecimiento vegetativo y concomitante a 
determinados cambios morfológicos (Hopwood y co1.,1986a). 
El cromosoma de -vces sólo ha sido estudiado con cierta 
profundidad en una especie: S,coelico10~1. Actualmente, se dispone de 
evidencias gen6ticas sobre su presunta circularidad en las especies 
analizadas (tabla 1, pag. 4) . La distribución de los genes mapeados, 
presenta una marcada polaridad en especies como S-coelicolor (Hopwood 
y col. ,1986a) y C.bikiniensis var. zorbonensic (Coats y Roeser, l971), 
con dos regiones físicamente enfrentadas, en las que se localizan la 
gran mayoría de los genes mapeados, y otras zonas aparentemente sin 
marcadores (fig.2), aunque este fenómeno no es común a todas las 
especies analizadas (S.avermitilis, Ikeda y ~01.~1987; S.venezuelae, 
Vats y co1.,1987). Así mismo, la posición relativa de los genes en el 
mapa genético parece conservarse en gran medida entre algunas especies 
I S.chrvsomallusI Smrimosus como S .  c o e l ~ c o l o ~  Y - I  
sugiriendo una relación más estrecha que la asignada por la taxonomía 
tradicional (Stuttard y col., 1987) . 
Fig. 2 - mpa genético 
(De Hopwood y 
Tabla 1 .- Especies de con marcadores mapeados 
genéticamente. 
fkpcd, 1965 
Hutter y d., 1981
Ikoda y col., 1987 
Vats y d., 1987
Friend y ILqÑñooctl971 
JXpxd y co1.,1983a 
Ccats y straMn,l971 
Coats y Roeser, 1971 
Keller y 001. ,1985 
Ft¡.&y, 1977 
P q ,  1979 
mtselyuk, 1976 
El tamaño del genoma de este género había sido estimado en unas 
9000 kb por experimentos de hibridación (Antonov y co1.,1978), aunque 
recientemente, utilizando la electroforesis de campo pulsante, se ha 
fijado en aproximadamente 6500 kb (Hopwood, comunicación personal). 
Este tamaño, es del orden de dos veces el tamaño del genoma del 
microorganismo 3-coli (Smith y co1.,1987) o F.subt~Jis . . (Young y 
Wilson,1974), lo que supone una gran discrepancia que no parece estar 
justificada ni por la presencia de los genes implicados en la 
diferenciación morfológica ni por la información necesaria para la 
producción de metabolitos secundarios. Probablemente, unas pocas 
decenas de genes sería suficiente para almacenar la información 
implicada en la diferenciación morfológica (Young y Wilson,1974; 
Chater,1984), y 30-35 kb serían suficientes para los 15-30 genes 
implicados en la biosíntesis de un antibiótico (Hopwood y co1.,1986a). 
De hecho, la bacteria gram positiva F. subtilis 9 .  posee un ciclo 
biológico complejo, es productora de antibióticos, etc. , y su genoma 
es de tamaño similar al de F.coli. La existencia de fenómenos de 
amplificación de regiones del DNA que llegan a estar presentes hasta 
en 250-300 copias en tándem (Schrempf,l985), podría, de alguna manera, 
dar cuenta de parte del tamaño excesivo del genoma de Stre~tomyces, a 
la vez que sugiere la existencia de regiones de DNA no codificantes 
(Robinson y col., 1981; Fishman y col., 1985), pero difícilmente 
justificaría varios miles de kb. 
Una de las razones que se han postulado para explicar la presencia 
de regiones no codificantes en el cromosoma de Ctreptomyces, es que 
ésta podría estar relacionada con mecanismos de regulación de la 
expresión génica (Hopwood y col. ,1986a). Sin embargo, no hay que 
olvidar la existencia de casos descritos de genes "silentes" en + 
especies de Streptomyces que normalmente no se expresan pero que, bajo 
determinadas circunstancias, sí lo hacen (Jones y Hopwood,l984). 
Resulta interesante destacar la existencia de genes duplicados con la 
misma función aparente, entre los que quizás resulten más evidentes 
ciertos genes de resistencia a antibióticos que aparecen en varias 
copias dentro de la misma especie (Ohnuki y col., 1985a; Tohyama y 
col., 1987) . 
El mayor tamaño del genoma de Streptmyces respecto al de otros 
procariotas, es un hecho que en la actualidad no ha sido plenamente 
justificado . 
Otro exponente de l a  complejidad de l a  organización génica en 
-, l o  constituye l a  presencia, en l a  mayor parte de l a s  
especies analizadas, de plásmidos de tamafio y número de copias muy 
variable (4-350 kb / 1-100 copias) .  Sin embargo, excepto SCP1, que 
l l e v a  l o s  genes implicados en l a  b io s ín t e s i s  y res i s tenc ia  de l  
a n t i b i ó t i c o  metilenomicina (Kirby y H O ~ W O O ~ ,  1 9 7 7 ;  Aguilar y 
Hopwood,l982), l a s  únicas propiedades que aparentemente proporcionan 
son las relacionadas con procesos de conjugación y f e r t i l i d a d ,  
funciones que requieren e l  concurso de pocos genes en 
(Hopwood y co1.,1985b) por l o  que ot ras  funciones, s i  existen, de l a  
mayoría de estos plásmidos son aún desconocidas. 
. Pese a e s t a s  peculiaridades en l a  es t ructura  del  genoma, l o s  
Sjxeptmyces comparten con otros procariotas l a  tendencia de los  genes 
implicados en una misma ruta o proceso bioquímico a estar agrupados en 
nclusters". En S.coelicolo~,  se ha demostrado en e l  caso de los  genes 
que controlan e l  metabolismo del glicerol (Seno y co1.,1984) y los que 
intervienen en l a  biosíntesis  de antibióticos (tabla 4, pag.10). Sin 
embargo, también existen evidencias de situaciones intermedias, donde 
lo s  genes que intervienen en una misma ru ta  bioquímica se encuentran 
en parte agrupados y en parte dispersos a l o  largo del genoma, como es 
e l  caso de l a  r u t a  de b ios ín tes i s  de h i s t i d ina  (f ig.2,  pag.3),  
situación que se aproxima a l a  organización de algunos eucariotas como 
levaduras (Jones y Fink, 1982). 
La existencia de una expresión génica di ferencia l ,  t an to  en e l  
tiempo como en e l  espacio, determina l a  necesidad de un control de l a  
expresión génica sumamente fino en e l  género Strep-s. Genes como 
b1dA o whiG sólo se expresan en un momento del ciclo celular y en una 
parte de l a  colonia, l o  que hace postular la necesidad de señales que 
coordinen l a  conexión de procesos simultáneos como l a  diferenciación 
bioquímica y morfológica. Existen evidencias de que es te  control se 
rea l iza  tanto  a nivel de transcripción como a nivel de traduccibn 
(Westpheling y co1.,1985; Lawlor y co1.,1987; Martín y Demain,l980), 
encontrando peculiaridades no descritas para otros microorganismos. 
1.3.1,- A nivel de transcripción. 
La m A  polimerasa de Strept- es  similar en cuanto a estructura 
a l a s  RNA polimerasas de procariotas (Chater y Cooper,1975; Buttner y 
Brown,1985) aunque presenta una heterogeneidad mayor que la .de  muchos 
de e l los  (Westpheling y co1.,1984; Buttner y co1.,1988). La existencia 
de, a l  menos, cuatro factores odescritos, r e f le ja  l a s  posibilidades 
que, a e s t e  nivel, presenta l a  regulación de l a  expresión génica en 
este género (Hopwood,l986a). La identificación del producto del gen,, 
u, cuya mutación detiene l a  diferenciación morfológica de l a s  hifas 
aéreas, como un factor o (Méndez y Chater, 1987; Chater y col., 1988b). 
supone una evidencia de l a  importancia de l a  regulación del  c i c lo  
biológico de Streptomyces a t r avés  del  contacto promotor-RNA 
polimerasa. 
La  heterogeneidad en l a  RNA polimerasas que presentan l o s  
-ycec, es  consistente con l a  gran heterogeneidad encontrada en 
las  presuntas regiones promotoras de l o s  genes caracterizados, que 
hacen inviable, por e l  momento, l a  obtención de secuencias consenso 
para'promotores en 5 t r e p t o m m .  No obstante, es  posible agruparlas en 
dos tipos : las similares y las diferentes a las consenso para los 
promotores típicos en E.cQIJ, (tabla 2) (Hopwood y co1.,1986a; Martin y 
Liras,1989). Esta diferencia, podría explicar por qué pocos genes de 
Sl;reptmyces pueden expresarse en E.coU (Bibb y Cohen,1982; Hopwood y 
cú'1.,1986a), mientras que varios genes de S .mucesceILs, E. coli, 
B-licheniformis o m, todos ellos con secuencias similares a 
las consenso para F . c U  (Hawley y McClure,1983), si puedan expresarse 
. . 
en S.lividans (Bibb y Cohen,1982; Jaurin y Cohen,1984; Pulido y 
col., 1987) . A este nivel, es interesante destacar (a) la existencia de 
genes cuya expresión es controlada por la acción de varios promotores 
(Smith,1985; Buttner y co1,,1988; Narva y Feitelson,l990) y (b) la 
existencia de grupos de genes bajo el control de un solo promotor 
(Chater y Hopwood, 1988a). En relación al primer punto, es 
especialmente ilustrativo en S.coe¿Lical,cx, el control de la expresión 
de1 gen (agarasa) a través de varias secuencias promotoras 
dispuestas en tándem y reconocidas por distintos tipos de RNA 
polimerasas. Esta situación, permite distintos grados de expresión del 
gen implicado, en función de la/las RNA polimerasas que lo estuvieran 
transcribiendo (Buttner y co1.,1988). Es fácil imaginar, por tanto, 
que el simple control sobre los factores o determinaría el tipo de gen 
que se expresaría y el balance de esta expresión en cualquier momento 
del ciclo celular. 
Tabla 2 .- Secuencias prmotoras en . 
región -45 a -25 región -10 distancia 
aámRNA 
a) Hmley y Klure,1983 
b) Mth,1985 
c) Eut tmz  y co1.,1988 
d) Dictler y col. ,1987 
e) B W  y col.,1985 
f) Buttner y Brcwn,1985 
g) Janssen y col. ,1985 
hl Westpheling y col., 1985 
Además de l a  exis tencia  de fac tores  sigma específ icos  para 
determinados genes, cabe sefíalar, como otros factores implicados en e l  
con t ro l  de l a  t ranscr ipción en Streptomyces, l a  exis tencia  de 
productos metabólicos d i fus ib les  de célula  a cé lula  que podrían 
ac t ivar  l a  t ranscripción de determinados grupos de genes. A s í ,  e l  
f a c t o a ( f i g . 3 ,  pag.91, una molécula muy pequeña producida por varias 
especies de w t o m y c e s ,  parece controlar  en u i s e u s  t an to  l a  
esporulación como l a  producción de antibióticos. Mutaciones en e l  gen 
-,que codifica es ta  molécula, bloquean ambos procesos en tanto que 
la  adición exógena de pequefias cantidades del  metabolito a l  medio, 
hacen recuperar  e l  fenotipo perdido (Horinouchi y co1.,1983; 
Horinouchi y co1.,1988). 
En cuanto a l a  parada de t ranscr ipción,  l a s  señales rho- 
independientes descritas en (Hopwood y co1.,1986a; Hallarn 
y co1.,1988) son s imilares  a l a s  de o t ros  microorganismos. gLa 
eficiente terminación de l a  transcripción de genes de Stxept- por 
e l  terminador del colifago fd, supone una evidencia a l  respecto (Bibb 
y Cohen.,1982). 
E s  evidente, que e l  estudio del control de l a  expresión génica a 
nivel de transcripción en Streptomyces, requiere de más estudios para 
poder l l egar  a establecer estructuras consenso. Resulta obvio, por 
tanto, que a medida que se vayan analizando nuevos genes, tanto del 
metabolismo primario como del metabolismo secundario, será posible ir 
estableciendo ciertas conclusiones. 
1-3.2. - B nivel de traducción. 
En l o  referente a l  inicio de traducción, cabe destacar primeramente 
que e l  extremo 3 '  del  rRNA 1 6 s  de S.coe1ico10r, a t ravés  del  que 
reconoce e l  mRNA (Bibb y Cohen,1982), e s  idéntico a l  de B . s u b t i 1 ~  . . 
(McLaughlin y co1.,1981). En general, se ha descrito que l a s  bacterias 
gram positivas como Bacilus y Staphylococus son mucho más exigentes en 
l a  homología ribosoma-sitio de unión del  ribosoma a l  mRNA que 
Streptomyces o l a  gram negativa F.co1i (Hopwood y co1.,1986a). Un caso 
particular que, en este sentido, i lus t ra  de nuevo l a  complejidad en l a  
regulación de la  expresión génica en B y c e s  es  e l  representado 
por e l  gen m, que determina l a  resistencia a neomicina en S.fradie, 
este gen t i ene  e l  promotor sobre e l  ATG in ic io  de traducción con l o  
que secuencias internas a l  gen es tar ían  implicadas en l a  unión del 
ribosoma al mensajero (Calos,1978; Hopwood y co1.,1986a). 
E l  uso de t r i p l e t e s  para l a  in ic iación de l a  traducción en 
3 3 ,  parece ser  menos e s t r i c to  que en otros organismos. S i  
E.coli, e l  microorganismo genéticamente mejor conocido, u t i l i z a  
mayoritariamente ATG (97%), Strepomyces l o  hace aproximadamente un 
70%, ut i l izando alternativamente GTG (25%-30%) y minoritariamente 
otros como TTG (Hopwood y col .  ,1986a; Lewski y co l .  ,1989; Este 
trabajo,sin publ icar) .  A s í  mismo, e l  elevado contenido en G-C del  
genoma de Streptomyces (73%) ( E a  aprox. 49% y R . s u b W  . . 43%) se 
re f le ja  en e l  uso preferencia l  de codones con G o C en t e r ce ra  
posición, l o  que determina que codones como TTA, ATA, AAA, etc., sean 
considerablemente poco usuales (tabla 3, pag.8). La regulación de la 
expresión génica a nivel de traducción mediante e l  uso de codones 
raros es una atractiva posibilidad en Dept-, posibilidad que es 
potenciada por l a  evidencia que aporta e l  gen en S.coelicolor, 
cuyo producto genico parece especif icar  para e l  leucin-t-RNA que 
reconoce e l  codón TTA (Lawlor y col., 1987) . 
La mutación del gen U, bloquea la diferenciación del micelio 
sustrato a micelio aéreo, al mismo tiempo que la producción de los 
antibióticos actinorhodina, prodigiosina, metilenomicina y CDA. El 
mecanismo sugerido, se basa en la disponibilidad de leucin-t-RNA(TTA) 
para traducir los genes con codones TTA en su secuencia codificante. 
Además del gen U, existe otra posible evidencia sobre el control 
de la expresión génica a nivel de traducción en Weptomvces : la 
expresión del fenotipo resistente a antibióticos de la familia MLS 
(macrolido-lincosamida-streptogramina). La traducción del mRNA del gen 
implicado, es aparentemente gobernada a través de un fenómeno de 
atenuación sobre su secuencia líder (Uchiyama y Weisblum,l985; 
Kamimiya y Weisblum, 1988) . 
Tabla 3 .- Uso & codones & 63 genes de * 
w 21 C EX' 20 
'DE 431 C 20 
'ITLA 2 * T G A  51 
10 W TGG 301 
CAT 31 R CGTI 100 
CAC 453 R CGC 728 
CAA 34 R CGA 62 
CAG 476 R Cu; 576 
1 28 T ACT 
1 598 T A C  
I Z l l I f A  19Tzlca 
M K E  302 T ACG 
V GiT 52 A GCT 
V G E  856 A G E  
V 3 A GCA 
V 600 A G G  
28 N FAT 20 S AGT 28 
873 N AAC 458 S AI;C 284 
29 K FAA 23 R AGFl 20 
388 K FAG 445 R AGG 90 
73 D GlT 53 G GGT 143 
1512 D GC 1199 G GGC 1132 
106 E @A 215 G 165 
855 E GFG 940 G GGG 330 
* ( D . A . m  d c a c i ó n  personal) . 
1.4.- S.coc.licoío~ c-o de est- 
El gran desarrollo que en los últimos diez años ha sufrido la 
biología molecular en general y el estudio sobre aepto- en 
particular, ha posibilitado que actualmente dispongamos de los datos y y 
herramientas necesarios (disponibilidad de vectores, desarrollo de 
técnicas, etc.) para la profundización en la biología de este género. 
Entre todas las especies de -, sin duda es S.coelicoloy 
A 3 ( 2 ) ,  la que ha sido objeto de mayor número de estudios, por lo que 
ha alcanzado un desarrollo genético suficiente como para convertirse 
en una alternativa en la biología molecular de procariotas. Los más de 
200 marcadores genéticos mapeados y la gran variedad de vectores 
disponibles, hacen posible abordar en ella gran número de problemas 
biol6gicos, especialmente los relacionados con la diferenciacibn 
celular y con la producción de metabolitos secundarios. Las ventajas 
que presenta S.coelicolor para el estudio del metabolismo secundario, 
hace a esta especie particularmente indicada para la profundización en 
el análisis de la biosíntesis de antibióticos en w, razón 
por la que el presente estudio se ha realizado sobre ella. 
La especie S.coelicolor, posee un ciclo celular típico y produce, 
al menos, cinco metabolitos secundarios, cuatro de ellos con actividad 
antibiótica : actinorhodina, prodigiosina, metilenomicina y CDA 
(calcium dependent antibiotic) (fig.3) (Hopwood y Wright,l983b; 
Hopwood,l986a). El quinto, el factor-A (producto del gen fig.3), 
es una molécula sencilla, con un papel no aclarado en S.coelicolor 
(mutaciones que bloquean su síntesis no generan cambios fenotípicos 
apreciables), aunque sí es esencial para la producción de antibióticos 
y la diferenciación morfológica en y S. bikinkn&s 
(Hurinouchi y col., 1983) . 
Fig. 3 - Btaboli tos secundarios en S.coelicolor 
0 C H 3  
(CH2) ,&H3 1 1 I COOH 
H H H 
2 
COOH 
Metilenomicina 
Actinorbodina 
Los antibióticos, a pesar de ser moléculas relativamente sencillas, 
requieren la intervención de 10-30 enzimas para su biosíntesis, lo que 
exige un alto grado de complejidad en la organización y expresión de 
los genes involucrados. Entre las características más relevantes de 
los genes implicados en la biosíntesis de antibióticos cabe destacar : 
_ 
* Se encuentran agrupados formando "cl~sters~~, lo que puede facilitar 
su aislamiento y caracterización (tabla 4, pag.10). 
* Se suelen encontrar genes que determinan la resistencia al 
antibiótico junto a los genes implicados en las etapas biosintéticas 
(tabla 4, pag. 10) . 
* Un gen interno al "cluster" parece controlar la expresión de los 
genes biosintéticos. Su expresión parece estar controlada, a su vez, 
por otro/s gen/es ajenos al "cluster" (tabla 4, pag.10) . 
* Las regiones codificantes de genes bioquimicamente relacionados se 
encuentran conservadas en distintas especies, lo que sugiere un origen 
ancestral común. 
* Algunos productos de genes de biosíntesis de antibióticos pueden 
reconocer metabolitos relacionados procedentes de otras rutas, 
produciendo compuestos nuevos. 
Sac . erithreae + +  + Stanzak y co1.,1986 
+ + + Ohnuki y col. ,1985b 
+ + i%lprtida y d., 1987
Shemm y ml.,1989 
Vara y co1.,1988 
Jiménez, com. personal 
a) cacosenquehayevidenciasdegeneszqrupa&s 
b) casos en que hay evidancias de estar el conmo cqqleto de genes en el "cluster1' 
c) casos en que hq evidencias de la precencia & genes de resistencia en el ~'clusix~~~ 
d) casos en que hay evidencias de genes mplacbres en el interior del "cluster" 
En el caso de ~.coelicolor, se han clonado los genes implicados en 
l a  biosíntesis de varios antibióticos, como actinorhodina (Malpartida 
y Hopwood,l984), metilenomicina (Chater y Bruton,l985a) y prodigiosina 
(Feitelson y co1.,1985; Malpartida y col.,submitted), y en todos los 
casos aparecen agrupados. El caso concreto de actinorhodina se ajusta 
a todos los supuestos sobre los genes de biosíntesis de antibióticos 
arriba señalados (Malpartida y Hopwood, 1984; Malpartida y 
Hopwood,l986) sin que haya evidencias de que no ocurra en los otros 
casos. 
El hecho de que mutaciones puntuales en S-coelic010~ afecten 
simultáneamente a la diferenciación morfológica y a la producción de 
antibióticos (gen W; Merrick,l976), y otras tan solo a la 
diferenciación morfológica (gen U; Méndez y Chater,1987) o a la 
producción de metabolitos secundarios (gen afsB, Horinouchi y 
co1.,1983) sugiere la existencia de una cascada de señales reguladows 
desde el metabolismo primario hacia el metabolismo secundario, tanto a 
nivel morfológico como bioquímico. Estas señales tendrían puntos en 
común, cuyo bloqueo abortaría ambos procesos, y puntos independientes, 
que determinarían, en caso de inactivación, la detención de tan solo 
uno de los procesos a partir del gen no funcional. 
El presunto último escalón en la cascada de señales, inmediatamente 
anterior a los genes biosintéticos de antibióticos, sería el 
representado por el gen regulador que suelen presentar los "cl~sters'~ 
de biosíntesis de antibióticos, bien con función de activador, como en 
los sistemas actinorhodina (Malpartida y Hopwood,l986) y prodigiosina 
(Malpartida, submitted) o represor como en el caso de metilenomicina 
(Chater y Bruton,l985a). El bloqueo de estos genes sólo parece afectar 
a la expresión del "cluster" al que pertenecen. Así pues, los 
escalones hasta ahora identificados en la presunta cascada de señales 
que conduce a la producción de los antibióticos actinorhodina, 
prodigiosina y metilenomicina en S.coelicolor. serían cuatro : M > 
scfsB > gen regulador interno > genes estructurales (fig.4). 
Fig. 4 -Presunta cascada de señales reguladoras de la diferenciacibn 
en S .  co- (Hop.Jood y col., 1988a) 
dif erenciación diferenciación 
bioquímica morfológica 
gen o genes llave con 
codones TTA 
cda, redD, mmy, actII, afsA 
otros genes otros genes 
red act 
otros genes 
Whi 
Las características hasta ahora señaladas, nos han llevado a 
considerar a S.coelicolor como la especie más adecuada del género para 
abordar el presente trabajo. 
Los esfuerzos realizados en este trabajo, se han centrado en el 
antibiótico actinorhodina producido por S-CO-. Miembro de la 
familia de los poliquétidos, la actinorhodina se sintetiza a partir de 
8 unidades de acetatos (Gorst-Allman y col., 1981) que sufrirán 
sucesivas condensaciones hasta formar un esqueleto carbonado que, tras 
reacciones de óxido-reducción, ciclación y dimerización formará la 
molécula final del antibiótico (fig.5). . . 
. . 
Fig. 5. - Hipotética ruta de b ios íntes i s  de actinorhodina. 
(de Floss y col. ,1985) 
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Los poliquétidos, son un gran grupo de compuestos producidos por 
actinomicetos, hongos y plantas superiores que tienen en común estar 
formados por condensaciones sucesivas de unidades de pocos átomos de 
carbono como acetato, propionato, butirato, etc . (Packter, 1980 ) . Uno 
de los aspectos más destacables de este tipo de moléculas, es la gran 
variedad de ellas que poseen a~tividad antibiótica y que son 
utilizadas en medicina y otros campos. Entre estos compuestos, 
destacan : macrólidos (como tilosina, eritromicina, carbomicina y 
otros), antraciclinas (como daunorrubicina, tetracenomicina, 
doxorrubicina, etc.), isochromanoquinonas (como actinorhodina, 
granaticina y otros), tetraciclinas, etc. (Seno y co1.,1989; Strohl y 
co1.,1989). La profundización en los mecanismos de expresión de estos 
antibióticos parece, pues, relevante. 
Las reacciones de ensamblaje que sufren las unidades de acetatos 
para formar la cadena carbonada básica en la estructura de los 
poliquétidos recuerda en gran medida a la biosíntesis de ácidos grasos 
(Lynen, 1980), con ciclos de reacciones de condensación, reducción, 
@eshidratación y nueva reducción (fig. 6). Estas cuatro reacciones 
básicas, sólo representan parte de las actividades de una ácido graso 
sintetasa, cualquiera que sea su origen. Además de ellas, las 
sintetasas de ácidos grasos requieren otras actividades enzimáticas 
como transferasas, tiolasas, etc., a las que en el caso de las 
sintetasas de poliquétidos hay que añadir ciclasas, metilasas y otras. 
El proceso de biosíntesis de la cadena poli-ceto de un antibiótico 
como actinorhodina presenta particularidades con respecto a la 
biosíntesis de ácidos grasos, pues la cadena creciente no sufre 
generalmente las cuatro reacciones comentadas, quedando saturada, sino 
que en algunos casos sólo sufre tres, dejando un doble enlace, en 
otros dos, dejando un hidroxilo, y en otros tan solo ocurre la 
condensaci6n (fig.5, pag.l2), todo ello en función del poliquétido a 
sintetizar. 
Fig. 6. - Reacciones primarias en la síntesis de ácidos grasos. 
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Una sintetasa de este tipo es, pues, un sistema multivalente 
implicando, en principio, ocho unidades funcionales : proteína 
transportadora de acilos (ACP, que se encarga de presentar las 
unidades a condensar), acetil, malonil y "producto-final" transferasa 
(para poner en contacto los acilos con la ACP y para liberar el 
producto final), y las mencionadas cetoacil sintetasa o enzima 
condensante, cetoacil reductasa, deshidratasa y enoil reductasa. La 
organización de estas actividades varía en función de su origen, desde 
un complejo multienzimático con subunidades que son productos de genes 
físicamente independientes (sintetasa tipo 11, típico de procariotas) 
(Alberts y Greenspan,l984) o una sola proteína multifuncional 
(sintetasatipo 1, típico de vertebrados) (Hardie y McCarthy,l986). 
Pese a ello, las etapas bioquímicas que conducen a la biosíntesis 
de actinorhodina resultan aún oscuras. La ruta biosintética, pese a su 
caracterización genética (fig. 5, pag. 12; tabla 5) , contiene aún 
numerosas lagunas que se pretenden reducir mediante estudios básicos 
de caracterización molecular de los genes implicados. 
Al comenzar este trabajo, el "cluster" de genes implicados en la 
biosíntesis de actinorhodina había sido clonado y se habían 
identificado cuatro unidades de transcripción, policistrónicas y 
monocistrónicas (f ig. 7, pag. 15) (Malpartida y Hopwood, 1986) , Se habían 
estructurado a nivel físico las clases fenotípicas descritas 
previamente a nivel genético (Rudd y Hopwood, 1979, tabla 5) y se 
habían agrupado los distintos genes en grupos de actuación temprana en 
un extremo del "cluster" y de acción tardía en el otro, con una región 
central reguladora (Malpartida y Hopwood,1984; Malpartida y 
Hopwood, 1986) (fig. 7, pag. 15) . 
Tabla 5.- Clases de mutantes a* 
clase nQ a&. bio163icaa crxivertidor de clases secretor a clases 
11 26 - - - 
1 13 - 
- 
m,v,m,m1 - 
m 7 N,V,VI,VII 
m!' 2 (+) ?IV,V,vI 1,III 
N 5 v,m IfIII, (m1) - 
VI 2 v I,III, Iv, (XI) - 
v 21 + - 1, m, m, (?VI11 
a) anti Stco;ihilmxcus aureus 
b) abs mkantes prcdx5an pecpleMs &S de actimmna, lo que generó una 
limita& inhibici6n del crecimiento de mh.aureus y cierta confusión &re la 
plarichd c& las reacciones de oonsíntesis. 
* De Rudd y Hopwood, 1979. 
Creemos que las características presentadas por el "cluster"" 
biosintético de actinorhodina : (i) la semejanza en los primeros pasos 
de su ruta de biosíntesis con la biosíntesis de ácidos grasos, (ii) la 
disponibilidad de los genes de su ruta de biosíntesis en un fragmento 
de 25 kb, (iiif la avanzada caracterización genética y transcripcional 
de la ruta y (iiii) el ser producida por la especie genéticamente 
mejor conocida del género, junto con la trascendencia que tiene 
conocer en detalle los sistemas de expresión de los poliquétidos, 
hacen de este antibiótico un excelente modelo de estudio. 
Fig. 7 - Organización estructural del cluster 
al comienzo del trabajo. 
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1.6.- Strept- : presente v ~ers~ectivas. 
Como se deduce de lo que hemos expuesto hasta ahora, los 
Streptomyces constituyen un género bacteriano de excepcional valor, 
tanto como objeto de estudios básicos como de herramienta para obtener 
un gran número de compuestos socialmente Útiles. Su característico 
ciclo biológico hace que la profundización en los procesos evolutivos 
que han dado lugar a su morfología y a la diversificación de sus 
rutas metabólicas, sea un desafío para los estudiosos de los fenómenos 
de diferenciación. Del mismo modo, el aumento y la-mejora de las 
posibilidades industriales que nos ofrecen suponen un estímulo 
poderoso para su estudio. 
La relativamente reciente atención que a nivel científico se ha 
puesto en el género Stre~tomvces, hace que exista un gran número de 
puntos oscuros sobre su biología y posibilidades. La complejidad que 
presentan en la regulación a nivel de transcripción y los, 
tremendamente escasos datos aportados sobre el control de la 
traduccibn, convierten su estudio en un reto, que, unido a su 
induüable proyección social, hace de ello una necesidad. 
A pesar de la relativa escasez de datos, actualmente disponemos de 
un gran número de medios para profundizar en la biología de los 
Streptomyces. El conocimiento a nivel genético de la especie 
SSco- y los datos sobre su biología nos permite abrigar grandes 
esperanzas sobre la pronta comprensión de muchos procesos aún oscuros. 
Así mismo, la capacidad de producir antibióticos que posee esta 
especie, nos va a proporcionar los sistemas necesarios donde analizar 
tanto la organización física y la regulación de genes de biosíntesis 
de poliquétidos como las conexiones existentes entre el metabolismo 
primario y el secundario, así como las posibilidades de manipulación 
dirigida "in vitro" de los genes biosíntéticos de estos antibióticos. 
Además de todo ello, la asociación temporal entre la diferenciación 
morfológica y la diferenciación bioquímica que presentan los 
Strep-, parece sugerir la existencia de elementos reguladores 
comunes a ambos procesos (Hopwood,1988a; Hopwood,1988b) cuya 
comprensión se ha convertido en un nuevo reto para numerosos grupos de 
investigación en el campo de los actinomicetos. Sin duda, la mayor 
comprensión de esas relaciones conducirán a un proceso racional de 
mejor utilización de los recursos que nos ofrecen. 
Este ha sido, fundamentalmente, el planteamiento que nos ha movido 
a 'lo largo de este trabajo. 
\ 
. .  . 1.7.- Bioteamls@a de antlbiótlcos v futuro. 
Las posibilidades industriales de la obtención de antibióticos a 
partir de los organismos productores ha hecho que el estudio de estos 
organismos se haya centrado en la mejora de la productividad, y se 
haya traducido en la optimización de los procesos fisiológicos de 
producción y de los dispositivos físicos de fermentación. Ello, ha 
dejado un poco de lado los aspectos básicos de los mecanismos de 
producción de antibióticos, el entender por qué ocurren las cosas 
además de para qué sirven, olvidando quizás, que en la investigación 
biotecnológica, el estudio de los aspectos básicos está estrechamente 
unido a la investigación aplicada. La comprensión de un proceso 
siempre será el primer paso para su manipulación controlada. 
En este sentido, los esfuerzos científicos en la biotecnología de 
antibióticos están orientados hacia diferentes objetivos : 
* La búsqueda contínua de antibióticos no conocidos. En este campo, 
destaca la persecución de nuevos métodos de detección de organismos 
productores desconocidos (fruto de la cual ha sido el descubrimiento 
de aricidinas en Kibdelosporanai~, Sitrin y co1.,1985) y de chequeo 
de la eficacia de nuevos compuestos, especialmente en el terreno de 
los agentes antivirales y antitumorales y de protección vegetal. 
* La modificación de los antibióticos conocidos. El objetivo en este 
punto es la búsqueda de un aumento de su eficacia o de la disminución 
de efectos secundarios {algunas antraciclinas utilizadas como agentes 
antitumorales tienen efectos cardiotóxicos, Strohl y co1.,1989). Entre 
los medios de modificación de antibióticos en los que se está 
trabajando destacan (i) la modificación química, como en el caso del 
antiparasitario vegetal ivermectina, resultado de la hidroxilación de 
avermectinas naturales (Campbel y col., 19831, (ii) la modificación de 
las condiciones nutricionales para dirigir rutas fermentativas hacia 
la formación de los productos deseados (Huber y col. ,1986) y (iii) la 
manipulación de genes de rutas biosintéticas que generen productos 
metabólicos nuevos (Hopwood y col., 1985c; Hopwood, 1989) . 
* La búsqueda de nuevas moléculas que, asociadas a los antibióticos, 
puedan permitirles eludir los mecanismos de resistencia de 
microorganismos patógenos. Es ilustrativo de este punto el caso del 
ácido clavulánico, que acompafia a distintas penicilinas, actuando como 
diana de las 0-lactamasas, impidiendo así la acción de éstas sobre el 
antibiótico (Brown y col. ,1976) . 
* La manipulación genética de los organismos productores de 
antibibticos buscando la expresión de genes "silentes" o de superación 
de cuellos de botella metabólicos. En este punto, cabe destacar como 
ejemplo, que la transformación de S-- con DNA sin aparente 
información estructural de la ruta de actinomicinaD, tenga como 
resultado la detección de enzimas específicas de esta ruta que antes 
no aparecían (Jones y Hopwood, 1984 ) . 
* La búsqueda de antibióticos híbridos entre dos ya conocidos. Hasta 
el momento, los esfuerzos en este campo se centran (a) en la 
conjugación de cepas productoras buscando el enlazamiento espontáneo 
de rutas diferentes y (b) en una búsqueda más dirigida, clonando 
fragmentos de rutas de un antibiótico en cepas productoras de 
antibióticos relacionados (Hopwood y co1.,1985c; Epp y Schoner,l988;, 
Hopwood, 198 9 ) 
El uso extensivo que se hace de los antibióticos y la gran 
capacidad adaptativa de algunos microorganismos, hace que las 
resistencias de éstos a los antibióticos se desarrollen rápidamente. 
Los esfuerzos de las investigaciones en el campo de los antibióticos y 
sus productores será uno de los caminos para mantenernos un paso 
adelante en el control de los microorganismos patógenos. 

Como se desprende del capítulo anterior, existen numerosos 
interrogantes en los mecanismos de control de la expresión génica en 
-, especialmente en el denominado metabolismo secundario. 
En un intento de aproximarnos a esos mecanismos, hemos elegido como 
modelo a S.coelicolor y como sistema la biosíntesis del antibiótico 
poliquétido actinorhodina. 
Al comienzo de este trabajo, nos fijamos como objetivos : 
1) Caracterización física de los genes implicados en las primeras 
etapas de biosíntesis de actinorhodina y deducir su función dentro de 
la ruta. 
2) Caracterización a nivel molecular de la región del cluster 
presuntamente implicada en la regulación de la expresión de los genes 
biosintéticos 
3) Determinación de los factores que controlan la expresión del gen/es 
interno/s al cluster implicado en la activación de los genes 
biosintéticos. 
4) Caracterización de secuencias pleiotrópicas capaces de activar los 
genes del cluster y que pudieran constituir un nexo entre la 
biosíntesis de antibióticos y otros procesos metabólicos. 
5) Elaborar un modelo biosintético y de regulación que pudiera servir 
de base en un análisis comparativo con otros sistemas de biosíntesis 
de antibióticos. 
6) A través del conocimiento de la estructura física del cluster a&, 
abrir el camino hacia la manipulación "in vitro" de los genes del 
sistema. 
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, . 111.1.- p-Ouirnlcos 
En general se han utilizado reactivos procedentes de las firmas 
Merck, Sigma, Boehringer, Probus, Carlo Erba y Pharmacia. 
~ 
111.2. - p-d+a-s 
Todos los productos radiactivos utilizados en este trabajo fueron 
adquiridos a The Radichemical Center, Amersham. 
Las enzimas utilizadas en la manipulación de ácidos nucleicos han 
procedido de las casas comerciales Boehringer, Pharmacia, Biotech, 
Amersham y New England Biolabs. 
. . 111.4.- Cenas bacterianas utlllzadas 
AA- , . Gza  
DerivadDs de S, cmHcolor A3 (2) 
ML45 SCP1-, m?2-. John Innes wil&type 
51501 hisM, uraAl, StrAl, SCP1-, SCP2-, d.3lS. 
51507 hiS, uraAl, strAl, Sal.-, SCP2-, als, bldA. 
Chater y col., (1982) 
J M l O l  SUPE, Thi, A(1ac-pro=) [F ', traD36, Messing y co1.,1979 
proAB, laczq , ZAMi51 
XL1-blue recAl, endAl, gyrA96, Thi, hsdR17 Bullock y co1.,1987 
(rK-, m), supE44, rdAl, lac-, 
(F', proAE3, lacIq , Z m 5 ,  ~ n l 0 - T e t ~ )  
a 4 2  d e 3 ,  recA, sin-2, Thr-l, leuB, proA2, A r r a j  y Mxinus, 1983 
h i ~ - ~ ,  m e t ~ ,  Thi-l, lacY, galK, ara-14, rpsL. 
111.5.1.- Streptomyces 
pI J486 Alto no de copias; tsr; con gen Ward y col .  (1986) 
mr s i n  promotor para ensayo de 
promotores. 
pIJ487 pIJ486 con pol i l inker  en orienta- 11 
ción invertida 
pIJ940 Bajo no de copias; derivado de S C P ~ * ;  Lydiate y col .  (1985) 
con genes Lsr e hygr. 
pIJ941 Bajo no de copias; derivado de SCP~*;  11 
con genes Ls r  e hygr. 
pIJ4083 Derivado de l  pIJ486 por inserción de l  K.Chater; comunic. 
gen para ensayo de promotores. personal 
pIJ2343 fragmento ~ m a ~ s  clonado en pIJ486 F .Malpartida, 
com.persona1 
fago salvaje 
ENL &rivado att- de W31;Lsr, fqrgr 
~c5l.S derivado att- de #31;Lsr, &at 
E516 clenvado att- de @l;Lsr, mr 
@3lMp3rtic?a y Ilcp~c41986 
@C31/RxEcio y al., 1985 
pGA46 Cmr ; con gen de Tcr p15A 
p a r a  chequeo de promo- 
t o r e s  
pUC18 Apr, Bgal 11 
pIJ2921 Apr, Bgal . P o l i l i n k e r  11 
f l a q u e a d o  p o r  B g l I I  
pIJ2325 coords.  6-15, f i g . 6  pIJ280 
111.6. - de cult ivo.  
Colección John Innes.  
1 l 
l 
Gynheung y Fr iesen ,  1979 l 
Covarrubias y co1.,1986 
Yanisch-Permn y col., 1985 
Yanisch-Perron y col., 1985 
Colección John Innes.  
Malpart ida y Hopwood,1986 
~1 
Beferencia  
Yanisch-Pem y col., 1985 l 
Yanisch-Perron y col., 1985 
LB : B a c t o t r i p t o n a  1%. E x t r a c t o  de l e v a d u r a  0 .5%.  C l o r u r o  s ó d i c o  
O. 5%. (Maniatis y c o l .  1982) 
M9 : P04HNa2 0.6%, P04H2K 0.3%, C l N a  0.05%, C1NH4 0.1%. Ajus t a r  e l  pH a 
7.4 y e s t e r i l i z a r .  Cuando está f r í o  a ñ a d i r  SOmg 2mM f i n a l ,  g l u c o s a  
0.2% f i n a l  y C12Ca 0.1 mM f i n a l .  (Miller 1972) . 
TSB : LB pH6.1, 10% PEG (Pm 3350),  5% DMSO y 20mM ~ g ~ +  (10mM C12Mg + 
lOmM S04Mg) . E s t e r i l i z a r  p o r  f i l t r a c i ó n .  (Chung y M i l l e r ,  1988) 
Pa ra  l a  p r e p a r a c i ó n  de medios  s ó l i d o s ,  LB y M9, añadíamos a g a r  a l .  
medio d e s c r i t o  h a s t a  1.5%. 
Medio m í n i m o  : SO4 ( N H 4 )  2 .  05%, POqHK2 0.05%, SOqMg. 7H20 0.02%, 
S04Fe.7H20 0.001%, p H  7.2.Tras e s t e r i l i z a r ,  se añade Mani to l  es tér i l  
hasta 0.5%- (Hopwood, 1967) . 
Para medio só l ido ,  añad i r  agar* h a s t a  2.2%. 
R2YE o R5 : Saca rosa  10.3%, SO4K2 0.025%, C12Mg.6H20 1.012%, g l u c o s a  
1%, casaminoácidos (DIFCO) 0.01%, e x t r a c t o  de  levadura  0.5% tampón TES 
0.573%, e lementos  t r a z a  0.2%. A j u s t a r  a pH 7 .3  , afiadir aga r*  h a s t a  
2.2% y e s t e r i l i z a r .  
A l  u t i l i z a r ,  completar  h a s t a  POH2K 0.005%, C12Ca.2H20 20mM, L-Prolina 
0.3% y NaOH 7mM. (Thompson y co l . ,  1980) .  
DNB : DIFCO NUTRIENT BROTH 0.8%.(Hopwood y c o l . ,  1985a) 
DNA : DNB, glucosa  0.5%, agar 1.5%. E s t e r i l i z a r  y ai ladir  (N03I2Ca has t a  
0.8mM y S04Mg h a s t a  ImM ( e n  e l  c a s o  de f a g o s  d e r i v a d o s  d e  $C31) . 
(~opwood y c o l .  , 1985a) 
SNA : DNB con agar a l  0.6%. (Hopwood y co l . ,  1985a) 
YEME : E x t r a c t o  de levadura  0.3%, e x t r a c t o  de m a l t a  0.3%, bactopeptona 
0.5%, g l u c o s a  1% y S a c a r o s a  1 0 . 3 % .  E s t e r i l i z a r  y c o m p l e t a r  con  
C12Mg.6H20 hasta 5mM. P a r a  l a  p r e p a r a c i ó n  d e  p r o t o p l a s t o s  a ñ a d i r ,  
además, g l i c i n a  hasta 0.5%. (Hopwood y co l . ,  1985a) 
SY : Almidón s o l u b l e  1.5%, e x t r a c t o  de levadura  0.1%, C l N a  0.3%, P04HK2 
0.1%, SOqMg.7H20 0 .1% y TES 20 mM. pH 7 . 4 .  S i  se d e s e a  h a c e r  con 
s o p o r t e  s ó l i d o  se l e  a ñ a d i ó  a g a r  a l  1 .5% f i n a l  (Cole,S. comunicación 
personal)  - 
HCM : (Hirsch Complex M e d i u m ) .  S04Mg 0.1%, C12Ca 0.002%, T r i s . C l H  pH 
7 . 3  0 . 1  M, T r i t ó n  X-100 0 .001%,  e x t r a c t o  de l e v a d u r a  1% y 
casaminoácidos 1%. (C.Hirsch, comunicación pe r sona l ) .  
* En a q u e l l o s  med ios  e n  l o s  q u e  s e  r e q u e r í a  b i e n  r e g e n e r a r  
p r o t o p l a s t o s ,  b i e n  una buena e sporu lac ión ,  se h a c í a  impresc indib le  la  
u t i l i z a c i ó n  de a g a r e s  e s p e c í f i c o s .  D e  e n t r e  l o s  a n a l i z a d o s  e n  e l  
l a b o r a t o r i o  s ó l o  d i e r o n  buenos r e s u l t a d o s  "agar  USP g ranu la t ed"  de la  
N u t r i t i o n a l  Biochemica ls  Corpora t ion  y e l  a g a r  b a c t e r i o l o g i c a l  n Q l ,  
code L11 de Oxoid. 
En t r e  las de uso m á s  c o t i d i a n o  caben destacar 
TE : ( T r i s  lOmM pH 8, EDTA I m M ) .  Pa ra  resuspensión de  DNA. 
LA1 : T r i s . C l H  25 mM pH8, EDTA 25 mM, Sacarosa 10.3%. Para  resuspender  
c é l u l a s  a lisar e n  ex t racc iones  de DNA po r  lisis a l c a l i n a .  
LA2 : NaOH 0,3M, SDS 2%. Pa ra  lisis c e l u l a r  e n  ex t r acc iones  de DNA p o r  
lisis a l c a l i n a .  
TBE : ( T r i s  8 9  mM pH 8.3,  á c i d o  b ó r i c o  89 mM, EDTA 2 mM) . P a r a  
e l e c t r o f o r e s i s .  
SSC : (ClNa 150mM, c i t ra to  s ó d i c o  1 5  mM, pH 7 . 6 )  y Denhart (BSA " 
0.02%, f i c o l l  0.02%, PVP 0.02%) p a r a  t r a n s f e r e n c i a  e h i b r i d a c i ó n  de 
ácidos nuc le icos  . 
Elementos traza : (C12Zn 0.004%, C13Fe. 6H20 0.02%, C12Cu. 2H20 0.001%, 
C12Mn. 4H20 0.001%, Na2B407. 1 H 2 0  0.001%, (NH4) $ 4 0 ~ 0 ~ ~ .  4H20 0.001%) . Para  
medios y tampones de Streptomyces. (Hopwood y col . ,  1985a) 
P : Sacarosa  10.3%, S04K2 0.25%, C12Mg.6H0 2.02%' elementos t r a z a  2%. 
E s t e r i l i z a r  y a ñ a d i r  POH2K h a s t a  0.005%, C12Ca.2H0 h a s t a  25 mM y 
tampón TES h a s t a  25 mM. P a r a  manejo d e  p r o t o p l a s t o s .  (Hopwood y c o l . ,  
1985a) 
Para l a  conservación de l a s  cepas de Y . c o l i  se  p a r t i a  de un 
cultivo proveniente de una colonia aislada y crecido hasta una D.O. de 
0.9-1 aproximadamente. Las células se recogían por centrifugación y se 
resuspendían en glicerol-peptona (50% gl icerol ,  50% bactopeptona 
1.5%) . Finalmente, se guardaban a -20'~.  
La conservación de l as  cepas de se realizó en forma de 
esporas (o de micelio en e l  caso de mutantes en esporulación) en 
glicerol a l  20% y a -20°c. (Hopwood y col. 1985a) 
La selección de cepas bacterianas se realizó añadiendo a los  medios 
de cul t ivo diferentes antibibticos en l a s  condiciones que señala l a  
siguiente tabla : (unidades en microgramos/ mil i l i t ro)  
Stre~tomvces - E. c o u  
M.líquido M.sólido M.mínimo 
completo sólido 
Ampicílina - - 
Clorarnfenicol - 
Higromicina 50 200 
Streptomicina 2 O 5 0 
Tetraciclina - - 
Thioestrepton 5 50 
111.9.1.1.- Suspensión de esporas 
Para l a  preparación y almacenaje de l a s  cepas s e  preparaba una 
suspensibn de esporas como describe Hopwood y col. (1985a). 
111.9.1.2. - Preparación de mi c e l i o  
Para l a s  extracciones de ácidos nucleicos se p a r t i ó  de 
aproximadamente 1-2 grms (peso húmedo) de micelio, preparado según 
describe Hopwood y col. (1985a) . 
111.9.1.3. - Pregeminación de esporas J 
Este proceso se realizaba para obtener micelio crecido en tan solo 
20-24 horas. 
Para pregerminar l a s  esporas, se recogían éstas por centrifugación 
y se lavaban con agua destilada. Tras resuspenderse en 10 m 1  de HCM 
(ver medios de cul t ivo) ,  se agitaban durante 6-8 horas a 30QC hasta 
que se  podía apreciar  en e l  microscopio l a  aparición de l  tubo 
germinal. Se centrifugaba y resuspendía e l  sedimento en 2 m1 de agua 
dest i lada e s t é r i l .  Los cu l t ivos  s e  inoculaban con l a s  esporas 
pregerminadas hasta obtener una D .O (450 nm) de 0.05-0.1. (Para 
alcanzar esa D.O. se necesitan aproximadamente las esporas de 1-2 
placas bien esporuladas por cada 100 m1 de cultivo). 
111.9.1.4.- Preparación de protoplastos 
La preparación de protoplastos se basó en el trabajo de Okanishi y 
col. (1974) adaptado y optimizado por Bibb y col. (1978) y Thompson y 
col. (1982) . 
Un compendio de estos métodos es descrito por Hopwood y 
col. (1985a) . 
111.9.1.5.- Preparación de fagos: aislamiento y conservación. 
Para la preparación y conservación de fagos de ~ o m y c e s ,  se
siguió exactamente el protocolo descrito por Hopwood y col.(1985a), 
tanto en el caso de partir de una suspensión de fagos anterior como de 
células lisogenizadas o de ufp's resultado de transfectar protoplastos 
con DNA del fago. 
111-9.1.6. - Obtención de lisógenos . 
El procedimiento para obtener lisógenos en Streptomyces (cepa con 
un DNA de fago insertado en el cromosoma) se realizó de acuerdo con 
Hopwood y col. (1985a) . 
Este tipo de técnica fue especialmente Útil en el caso de 
mutagénesis dirigida (por inserción inactivante) y para localizar 
mutaciones por complementación. 
111.9.2.1. - Preparación de células competentes 
Se llev6 a cabo siguiendo bien el método descrito por Brown y 
co1.(1979) basado en el tratamiento con C12Ca, o bien el descrito por 
Chung y Miller (1988), basado en el tratamiento con TSB. 
111.9.2.2. - Preparación de fagos . Conservación 
Para el trabajo con los derivados del colifago M13 se utilizaron 
básicamente las cepas JM101 y XL1 blue. El método seguido fue el 
descrito por Messing (1983) y Sambrook y col. (1989) . El rendimiento 
final, era de aproximadamente 1 011-12 u. f. p. /m1 . 
La suspensión de fagos así obtenida se mantenía varios meses a 4QC. 
i 
En los experimentos para ensayar la actividad biológica de 
actinorhodina (aptdo. III.14.), se utilizaron los microorganismos 
En el caso de M-lúteus, se crecía en medio LB a 37QC durante La 
noche para conseguir un cultivo en fase estacionaria. 
En el caso de F A -  se partía de una suspensión de esporas de 
la que se retiraba una alícuota que se trataba 5'a 70QC para eliminar 
restos de forma vegetativa. Seguidamente, se crecía en medio LB a 37QC 
durante la noche. 
Tanto en las extracciones de DNA de FLG como de S i ; r e ~ t m  se 
seguía el mismo protocolo con la diferencia del tratamiento con 
lisozima previo a la lisis, inexistente en el primer caso y de 
30'/37eC / 50 mg/ml en el segundo. 
111.10.1. - Minipreparaciones  de plásmidos 
Se seguía el método descrito por Birnboim (1983) de lisis alcalina 
. con las siguientes modificaciones en las proporciones : 
Resuspensión del sedimento celular en 10% volumen de cultivo inicial 
(Vo )de LA1. Lisis celular con un 6% Vo de LA2. 
precipitación de proteínas con un 8% Vo de AcK 3 M  pH 6 .  
Fenolización con un volumen de fenol/cloroformo (SO:50) pH 6. 
111.10.2.- preparación de DNA e n  crradientes de densidad de C l C s .  
El volumen cultivo de partida era de 250-500 m1 para j3.coli y de 1 
a 2 litros para Streptomyces en función del número de copias del 
plásmido a extraer. 
El protocolo seguido era el mismo que para las minipreparaciones 
pero tras la precipitación con etanol se resuspendía en 8 m1 de TE, se 
añadía ClCs hasta 1.05 grm/ml y BrEt hasta 6 2 5  pg/ml y se 
ultracentrifugaba 45K/6h; 38K/5h. Los pasos posteriores de 
purificación se realizaban se@ Maniatis y col.(1982) pero utilizando 
ispropanol saturado con ClNa para retirar el BrEt y diluyendo y 
precipitando con etanol en lugar de dializar. 
Para extraer DNA total de micelio de Sf;X-, se siguió el 
método descrito por Hopwood y col.(1985a), partiendo aproximadamente 
de 1 grm. de micelio. 
1 1  l  
Tanto para la obtención de grandes cantidades de DNA de fagos por 1 l 
gradiente de densidad de ClCs como para las minipreparaciones, se 1 1  1 1  
siguió el método descrito por Hopwood y col, (1985a). 
' ~~ 
111.10. S .  - Pre-paración de DNA de colifacros. Cadena dable y ca- 
Tanto para las preparaciones de cadena doble (a pequefia y gran 
escala) como para la purificación de cadena sencilla, se siguió el 
método descrito por Messing (1983) y Sambrook y col. (1989) . 
Básicamente se siguió el método descrito por Hopwood y col.(1985a) 
con algunas modificaciones. 
Se partía de 125 m1 de medio líquido SY crecido hasta que el 
antibiótico daba una coloración muy intensa al medio (4-5 días en 
condiciones standard o 24-30 horas si las esporas eran pregerminadas). 
En ese momento, se recogía el micelio pasando el cultivo a través del 
hielo contenido en un embudo que desembocaba en un filtro Whatman nQl 
donde era retenido. 
Las medidas de concentraciones de ácidos nucleicos se realizaron 
según Maniatis y col., 1982. 
111.12.1.- Streptomyces 
Para la transformación en Streptomyces, se siguió el método 
descrito por Hopwood y col.tl985a). 
En caso de partir de protoplastos congelados, se descongelaban a 
37QC, agitándo suavemente. 
La frecuencia de transformación obtenida era, aproximadamente, de 
108-9 transformantes por pg de DNA 
Se siguió bien el método de Brown y co1.(1979) o bien el descrito 
por Chung y Miller (1988) en función del método de preparación de las 
células competentes. 
La frecuencia de transformación obtenida era, generalmente, de l o 8  
transformantes por pg de DNA. 
Para fa transfección de DNA de fagos en Strept-, se utilizaban 
siempre protoplastos preparados en el momento, y en ciertas ocasiones 
en las que la necesidad de obtener una alta frecuencia era crucial, se 
utilizaban liposomas de carga positiva preparados exactamente como 
describen Rodicio y Chater (1982). E1 proceso de transfección se 
real izó según Hopwood y col. (1985a) . 
La frecuencia de transfección fue, generalmente de lo7 ufp/pg DNA y era 
mejorada en un orden de magnitud utilizando liposomas. 
Para la transfección de DNA de fagos en E d i ,  se siguió el método 
descrito por Messing (1983). 
La frecuencia de transfección era similar a la de transformación, 
lo8  ufp por pg de DNA. 
Los ensayos de actividad biológica del antibiótico actinorhodina se 
hacían bien sobre F.subtilb, o bien sobre M.aureus. 
En aquellos ensayos en los que se utilizaba aaureus, se vertían 
sobre la placa con la cepa a chequear 8 m1 de SNA a 45QC con 200 p1 de 
un cultivo de este microorganismo crecido durante la noche en medio 
LB. En los ensayos en que se utilizaba como microrganismo testigo 
B,subtilis se procedía como en el caso anterior con la diferencia de 
que sobre el SNA iban 20 pl de una suspensión de esporas de Bacilus 
(por placa a ensayar) preincubadas 5'a 70°C para eliminar la fase 
vegetativa. 
Los resultados eran visibles tras crecer las placas una noche a 
37°C. 
III.15.1.- Diaestión enzfmática del DNA 
Las digestiones con endonucleasas de restricción se realizaban 
siguiendo los métodos descritos por Maniatis y col. (1982). 
La eliminación del fosfato del extremo 5' del DNA se realizaba 
añadiendo 1 unidad de fosfatasa alcalina de timo de ternera 
(Boehringer) directamente sobre la digestión que generaba dicho 
extremo e incubándolo 20-45' a 37QC. La alta actividad de esta enzima 
permitía su buen funcionamiento a pesar de no utilizar en ocasiones 
las condiciones salinas óptimas. 
El hecho de no llevar ninguna traza de amonio, hacia que la enzima 
de esta casa comercial fuera adecuada para desfosforilar DNA's que 
iban a ser marcados posteriormente con polinucle6tidoquinasa, enzima 
extremadamente sensible a sales de amonio. 
Para romar extremos cohesivos de DNA generados por digestión con 
endonucleasas de restricción se seguían los  protocolos descritos por 
Maniatis y col.(1982) para e l  uso de DNA polimerasa fragmento Klenow 
en e l  caso de extremos 5' protuberantes, y de T4 DNA polimerasa en e l  
caso de extremos 5' recesivos. 
111.15.4.- Liaación de fraamentos de DNA 
Para l a  l igación de fragmentos de DNA se seguía e l  método 
recomendado por Maniatis y col .  (1982). En general se u t i l izaban 
vectores desfosforilados y un exceso molar de fragmento a clonar de 2- 
3 veces. En los  casos en los  que se requiría forzar l a s  condiciones, 
se alladía gelatina a 100 pg/ml (Burns y Beacham, 1983) o PEG 6000 15% 
f inal  (Buckel, 1985) . 
111.15.5.- D i  aestión de DNA con Exonucleasa 111 
Se seguía e l  protocolo descr i to  por Henikof f (1 98 4 ) utilizando 50 
unidades de Exonuclesa 111 por microgramo de DNA e incubando durante 
75". 
Nunca se  obtuvo una población de fragmentos sincronizada, sino que 
en cada digest ión se generaban moléculas digeridas entre  O y 2000 
pares de bases. 
111.15.6.- Diaestlon de DNA con Ba131, . , 
Se seguía e l  protocolo descrito por Maniatis y col.(1982). 
Las digestiones real izadas con e s t e  enzima siempre resultaron 
asimétricas . 
111.15.7.- Electroforesis en  ele es de agarosa 
Las moléculas de DNA se separaban electroforéticamente en geles de 
agarosa a d i s t i n t a s  concentraciones en función del  tamaño de l a s  
moléculas a separar, utilizando TBE como tampón y bromuro de e t id io  
0.5 pg/ml f inal  como colorante. 
En aquellas ocasiones en l a s  que se querían ident i f icar  híbridos 
DNA-RNA, se  u t i l izaban geles de agarosa a lcal inos  según describe 
Maniatis y col. (1982) 
5, 
Se realizaban según describe Maniatis y col. (1982). 
Las concentraciones u t i l i zadas  eran del  6% para l o s  geles de 
secuenciación, del 12% para l a  visualización de oligonucle6tidos y del 
4% a l  8% para separar bandas de 60-160 pares de bases. 
111.15.9.- Purificación de Exagmabs de DNA de geles de a g a r p ~ a  ~ 
Se realizaba bien utilizando membrana de diálisis -Maniatis y 
col.(1982)- o bien mediante trampa salina. 
Cuando utilizábamos agarosa de bajo punto de fusión el protocolo l 1 1 ~  
seguido era el descrito por Hopwood y col. (1985a). 
~ , l  
1 l 
Se utilizaban básicamente dos métodos : bien marcando un extremo del 
DNA sonda (siguiente apartado) o bien marcando homogéneamente el DNA. 
Para el marcaje homogéneo de fragmentos de DNA a utilizar como 
sonda radiactiva se seguían dos sistemas indistintamente, por Nick 
translation -Maniatis y col, (1982)- o por hibridación al azar con 
oligonucleótidos y extensión con DNApolimerasa fragmento Klenow. 
Siempre se utilizaban 25 pCi de a 3 2 ~ - d ~ ~ ~  para marcar. 
Una vez realizado el marcaje se separaban los nucleótidos 
incorporados de los no incorporados mediante una cromatografía de 
filtración en gel a través de sefadex G-50 equilibrada con TE. 
III.15.11..- Qbtención de extremos 5'y 3' de DNA marcados 
radxactlvamente 
Los extremos 5' del DNA se marcaban con y 3 2 ~ - ~ ~ ~  y T4 
polinucleótidokinasa tras desfosforilar y chequear esta 
desfosforilación mediante ligación. El protocolo seguido para el 
marcaje era el descrito por Maniatis y col. (1982). Realizado el 
marcaje, se purificaba la banda de DNA deseada mediante filtración por 
una columna de sephadex G-50 -Maniatis y co1.(1982)- en el caso de 
banda única o mediante electroforesis en agarosa de bajo punto de 
fusión en el caso de varias bandas. Siempre se utilizaban 50 pmoles de 
DNA y 150 pCi de ATP para la reacción. 
Para marcar extremos 3' recesivos de DNA, se utilizaba DNA 
polimerasa fragmento Klenow (Maniatis y col. (1982) ) y el a-dNTP 3 2 ~  
adecuado para rellenarlo (pE j . dGTP para BamHI) . 
111.15.12.-  
ión de Acidos nucleicos. 
Se seguía el protocolo descrito por Maniatis y col. (1982) 
utilizando 20xSSC como tampón de transferencia, transfiriendo 3-8 
horas e hibridando 6-12 horas sobre tampón 5xDenhart/4xSSC/200 
pg/mlDNA timo de ternera o de esperma de salmón desnaturalizado y y 
utilizando aproximadamente 1 o6 cpm/ml . 
111.15.13.- W e o  de S1 de alta res- 
Las identificaciones de inicio y parada de transcripción se 
realizaban según el método de Murray (1986). 
Para secuenciar el DNA se utilizaban el método de terminación de la 
cadena (Sanger y col., 1977), con el uso de la adaptación de Cheng y 
Seeburg (1985) para DNA's de doble cadena cuando se utilizaba ésta, y 
el método de modificación química (Maxam y Gilbert, 1980) para la 
identificación precisa de inicios y páradas de transcripción. 
El hecho de que el DNA de StreDtomvces posea un contenido en G-C 
tan elevado provocaba que a la hora de secuenciar se generen 
estructuras secundarias muy estables que se traducirán en fuertes 
compresiones en los geles de secuencia impidiendo su lectura. Para 
solucionar esto, se utilizaba sistemáticamente el nucleótido 7-Deaza- 
2 '-Deoxiguanosina 5 '-trifosf ato como sustituto del dGTP. Este 
nucleótido no forma enlaces con los dCTP y por tanto reduce 
espectacularmente las compresiones. En algunas ocasiones, se utilizó 
tanibién el análogo dITP. 
Se utilízaban indistintamente las enzimas sequenase (de la USB) y 
DNA polimerasa fragmento Klenow. En el primer caso, la casa comercial 
suministra todo lo necesario, en el segundo las mezclas de reacción 
utilizadas fueron las siguientes : 
MEZCLA 
Las dilucimes se hacían en TE. 
111.15.15.- Mutagénesis diri-da de DNA 
El protocolo seguido era el descrito por la casa comercial Amersham 
como nOligonucleotide-directed mutageneis system version 2". 
-2 
La eficiencia de este método fue del 85%. 
Brujene : Para el análisis de secuencias de Strer>tomvces (búsqueda de 
ORF 'S, uso de codones . . etc. ) (Jesus Vara, comunicación personal. 
Similar al "codon preference" de los programas para biología molecular 
de la universidad de Wisconsin, pero adaptado a -). 
Strider : Para el  t r a b a j o  r u t i n a r i o  con secuencias de DNA (búsqueda 
de dianas de enzimas de res t r icci6n. . )  (Marck, 1988) 
McilrawII : Para l a  real ización de dibujos y f iguras .  
McWord 3.01V : Para l o s  t ex tos .  
GCG Wisconsin : Para  a n á l i s i s  de secuenc ias  de DNA y p ro t e ínas ,  
comparaciones, etc. (Programas de The University of Wisconsin Genetics 
computer group, U.W. Biotechnology center, Madison, USA). 
IV. - RESULTADOS 
IV. l. - S C U E N W O N  DE L A R E G I Q N  KN P- 
AS DE BI- DE AC-
Datos previos a este trabajo, habían determinado que l a  información 
génica completa para l a  biosíntesis de actinorhodina estaba situada en 
un fragmento de 33 kb de l  cromosoma de S.coelico1~1;: (Malpartida y 
Hopwood,1984). Posteriormente, datos genéticos y bioquímicos 
localizaron l a s  regiones codificantes de es te  fragmento físicamente 
agrupadas en 25 kb (fig.7, pag.15) (Malpartida y Hopwood,1986). Datos 
de S1 (Malpartida, comunicación personal) unidos a datos genéticos 
anteriores (Rudd y Hopwood, 1979) revelaron l a  presencia de varios 
mensajeros policistrónicos que parecían codificar genes involucrados 
en d i s t i n t o s  momentos de l a  ru t a  de b io s ín t e s i s .  A s í ,  e l  mRNA 
policistrónico localizado en l a  región derecha del "cluster" (fig.7, 
pag.15) codifica l a  información génica responsable de l a s  primeras 
etapas de l a  ruta, mientras que e l  policistrón situado a l a  izquierda 
codifica genes implicados en reacciones posteriores. 
En un in tento  de iden t i f i ca r  y caracterizar  l a s  primeras etapas 
enzimáticas de l a  ruta de biosíntesis de actinorhodina, procedimos a 
l a  secuenciación de e s t a  región, tomando como punto de part ida e l  
s i t i o  BamHI (coord.14, f i g .  7, pag. 15) que se sugería an te r io r  a l  
in ic io  del mRNA policistrónico que cruza esta zona del "cluster" a. 
La estrategia de secuenciación y l a  propia secuencia de nucleótidos se 
resumen en las figuras 8 y 9 (pags.32-33, 35-44) respectivamente. 
E l  aná l i s i s  de l a  secuencia, basado en e l  t ipo de bases presentes 
en segunda y t e rce ra  posición de l o s  posibles codones (fig.10, 
pag.451, sugirió l a  existencia, en esta región del "cluster" u, de 9 
ORF ' s  completas y e l  f i n a l  de una décima en l a  par te  d i s t a l  de l a  
secuencia. Las posibles fases de lectura se denominaron : actIORF1, 2, 
3, actORF4, 5, 6, 7, 8 y 9 y OFtF10. A s í  mismo, es te  anál is is  sugiere 
que l a s  d i s t i n t a s  ORF's podrían e s t a r  codificadas por, a l  menos, 3 
mensajeros. E l  primer mRNA se t ranscr ibi r ía  de izquierda a derecha y 
s e r í a  po l ic i s t rón ico  para l a s  O R F ' s  1,2,3,4,5 y 6 .  E l  segundo 
mensajero, se t ranscr ibi r ía  en dirección opuesta a l  anterior y se r ía  
probablemente policistrónico, codificando l a  información de l a s  ORF 'S 
7 y 8. E l  mensajero que codifica la actORF9, sería a su vez divergente 
a l  de l a s  ORF's  7 y 8 y probablemente constituya e l  más d i s t a l  del 
"cluster" a. Por último, de l a  ORF incompleta, ORF10, t an  solo 
podemos decir que su transcripción ser ía  divergente con respecto a l a  - . 
del mensajero de la actORF9, que l e  precede, y que estaría separado de 
éste por una ser ie  de, a l  menos, 5 grupos de secuencias directamente 
repetidas y probablemente no codif icantes (f ig.  g r  pag. 44)  . 
v 
P s t I  (20) Bg111(21) 
En e l o s  puntos en los sólo se leyó una cadeM del DW, se hizo m al m s  
dos dones, varias WXES y tanto con "- m con el f raqmto KL~SMW de l a  
m p o l ~ .  
Fig .  8.- Estrategia de secuenciación de la  región derecha del 
"cluster" u. 
Un a n á l i s i s  m á s  de t a l l ado  de l a  secuencia de nucleót idos  ( f ig .9 ,  
pags.35-44), nos reveló l o s  siguientes datos : 
E l  probable i n i c i o  de traducción de l a  actIORFl (1274 pb/ 424 aa)  
parece ser un codón TTG ( Leucina, nucleótido 107),  inusual pero que 
aparece en  c i e r t a  proporción en algunos microorganismos, <1% en E.coli  
(Gold y Stormo, 1987). y que, aunque bastante  inesperado en un genoma 
con un contenido t a n  elevado en G-C como e l  de -, no e s  l a  
única evidencia  (Leskiw y co1.,1989) den t ro  de l o s  63 genes de e s t e  
género observados (ve r  t a b l a  3, pag. 8 )  . Es te  p re sun to  codón de 
i n i c i ac ión  de l a  actIORF1, va precedido (nucleót idos  91-97) por una 
secuencia de unión a l  ribosoma de acuerdo, t a n t o  en secuencia como en 
d i s tanc ia  a l  i n i c i o  de traducción, con las desc r i t a s  para  o t r o s  genes 
de (Hopwood y col .  , 198 6a) . Finalmente, e l  extremo 3 ' de 
l a  a c t I O R F l  termina con e l  codón TGA, u t i l i z a d o  p o r  e l  81% de l o s  
genes de S t r e p t o m y c e s  (ve r  t a b l a  3,  pag .8) ,  y so l apa  c u a t r o  
nucleót idos  con e l  i n i c i o  de t raducción de l a  actIORF2 (nucleót ido 
1378) en  una d i spos ic ión  ( . . A T G A . . )  re la t ivamente  usua l  en algunos 
genes de e s t e  género  que p re sen t an  un p robab le  acoplamiento 
t r a n s c r i p c i o n a l  y t r a d u c c i o n a l  (Sherman y ~ 0 1 . ~ 1 9 8 9 ;  Bibb y 
co1,,1989) . 
E l  i n i c i o  de  t raducc ión  de l a  actIORF2 (1223 pb/ 406 aa )  no va 
precedido de  una secuencia consenso de unión a l  ribosoma de acuerdo 
con las d e s c r i t a s  (Hopwood y co1.,1986a), aunque mantiene una región 
de polipurinas a 7 pb que podría funcionar como t a l  (nucleótidos 1366- 
1370). E l  codón de  terminación de l a  actIORF2 e s  TAA (nuc leó t ido  
25991, e l  m á s  r a r o  d e  l o s  u t i l i z a d o s  p a r a  e s t a  func ión  p o r  
=eptomvces, 3% de l o s  63 genes observados, (ver t ab l a  3, pag.8). 
Entre el  f i n a l  de l a  actIORF2 y e l  i n i c i o  de l a  actIORF3 ex i s t e  una 
secuencia de 24 nucleótidos (2602-2625) aparentemente no codificante.  
L a  actIORF3 (261 pb) c o d i f i c a  l a  p r o t e í n a  más pequefia de l a s  
denominadas de expres ión  temprana en e l  " c l u s t e r n  U (86 a a ) .  
Comienza con un ATG (nucleótido 2626) precedido de un t í p i c o  s i t i o  de 
unión del ribosoma (nuc l eó t idos  2616-2621) y t e rmina  en un TGA 
(nuc l eó t ido  2884)que so l apa  con e l  i n i c i o  de l a  actORF4 en una 
disposición s imilar  a la  presente en l a s  actIORF's 1 y 2, (..ATGA..). 
La actORF4 (950 pb/ 309 aa)  es precedida por un s i t i o  de unión a l  
ribosoma de acuerdo con l o s  consenso (nucleótidos 2875-2878) (Hopwood 
y. col.,  1986a) . Comienza probablemente con ATG (nucleótido 2883) y su 
extremo 3' termina en TGA (nucleótido 3831) solapando con e l  i n i c i o  de 
l a  actORF5 del mismo modo que actIORF 'S 1 y 2, actIORF's 3 y actOW4 
(. .ATGA. .) . 
La actORF5 (893 pb/ 206 aa)  comienza con un ATG (nucleótido 3830), 
que no va  precedido de una región r i c a  en  pur inas 'y  por t a n t o  s i n  un 
. s i t i o  de unión a l  ribosoma t í p i c o ,  y termina con TAG (nuc leó t ido  
4721), codón u t i l i zado  como señal de parada de traducción en e l  16% de 
l o s  63 genes observados (ver t ab la  3, pag. 8) . 
E l  e s t u d i o  de la secuencia  en l a  reg ión  de l a  actOEV6 no nos 
permite asegurar con precisión cuál de l o s  cinco codones de inic iación 
s i tuados  e n t r e  l o s  nucleót idos  4735 y 4790 y sobre l a  única f a s e  de 
l ec tu ra  posible  (fig.10, pag.451, e s  realmente e l  i n i c i o  de traducción 
de l  gen, La comparación con o t ro s  genes a nivel  de s i t i o  de unión de l  
ribosoma y d i s t a n c i a  de é s t e  a l  i n i c i o  de t raducc ión  nos l l e v a  a 
pensar como más probable en e l  ATG posición 4736, con e l  RBS en t r e  l o s  
nuc leó t idos  4722 y 4727. E l  extremo 3 '  de e s t a  ORF e s  un codón de 
terminación TGA (nucleótido 5266). 
Como hemos comentado anteriormente, l a s  s iguientes  OW's ,actOEV7 y 
8, se h a l l a n  probablemente sobre  e l  mismo mensajero,  que s e r í a  
t r a n c r i t o  e n  s e n t i d o  c o n t r a r i o  a l a s  O R F ' s  a n t e r i o r e s  ( f i g .10 ,  
pag.45).  ActORF7 (498 pb/ 165 a a )  comenzaría en un ATG (nucleót ido 
5784) precedido por un s i t i o  de unión de l  ribosoma s imi la r  a l  de o t ros  
genes d e s c r i t o s  (Hopwood y co l . ,  1986a) (nuc leó t idos  5794-5798) y 
termina e n  un TGA (nuc leó t ido  5289) ( f i g .  9, pag. 4 1 ) .  La ActORF8, 
separada 50 pb de l a  actORF7, comenzaría con GTG (nucleót ido 6641), 
t r i p l e t e  u t i l i z a d o  h a s t a  un 30% p a r a  i n i c i o  de t r a d u c c i ó n  e n  
-tomyces. Aparentemente, no posee una secuencia que pueda ser un 
po t enc i a l  s i t i o  de unión a l  ribosoma considerada como consenso en 
S t re~ tomyces .  E l  codón de terminación de l a  traducción de l a  actOW8 
se r í a  un TGA (nucleótido 5840) (f ig .  9, pag. 42) . 
La actORF9, s e  t r a n s c r i b i r í a  en sent ido divergente a l a s  actORF7 y 
8. Su presunto codón de in ic iac ión  no e s t á  muy c l a ro  en t re  l o s  var ios  
pos ib l e s  (nuc leó t idos  6575, 6581, 6599, 6620 y 6632) y ninguno de 
e l l o s  posee un s i t i o  de unión a l  ribosoma similar a o t ros  descr i tos  e n "  
e s t e  género. E s  de desatacar  l a  pos ib i l idad  de un solapamiento en t r e  
los  genes codificados por l a  actORF8 y 9. E l  codón de parada de e s t a  
ORF s e r í a  un TGA (nucleótido 7169) (f ig. 9, pag. 43) . 
Fig.  9.- Secuencia de nucleótidos de la región temprana y media 
del "cluster" e. (coords. 14-21. fig. 7, pag. 15) . 
3amHI (14) . 
1 GGATCCGGCATCGAGGGGTCCCGTATCGGCCTTCGAGCCTCCTTCGAGCCACGGGGCCGA 60 
6 1  CGATGACGACGACCACCGGACGAACGCATC~CTGTTCGTTGCGCAGAGT 120 
actIORFl >> rbs? L X R R V  
1 2 1  C G T C A T C A C G G G C G T C G G C G T C C G C G C C C C C G G C G G G A A C  180 
V I T G V G V R A P G G N G T R Q F W E  t 
1 8 1  ACTGCTCACCTCGGGGCGGACGGCGACGCGCCGGATCTCGTTCTTCGACCCCTCGCCCTA 240 
L L T S G R T A T R R I S F F D P S P Y  
241 CCGTTCACAGGTCGCGGCGGAGGCCGACTTCGACCCGGTCGCCGAGGGCTTCGGCCCGCG 300 
R S Q V A A E A D F D P V A E G F G P R  
3 0 1  GGAGCTCGACCGGATGGACCGGGCCTCGCAGTTCGCCGTGGCCTGTGCCCGGGAGGCGTT 360 
E L D R M D R A S Q F A V A C A R E A F  
3 6 1  CGCCGCCAGCGGGCTCGACCCGGACACCCTCGACCCCGCCCGGGTCGGGGTCAGCCTCGG 420 
A A S G L D P D T L D P A R V G V S L G  
421  CAGCGCGGTGGCAGCGGCGACCAGCCTGGAGCGCGAGTATCTGCTGCTGTCGGACTCCGG 480 
S A V A A A T S L E R E Y L L L S D S G  
481 CCGTGACTGGGAGGTCGACGCGGCCTGGCTGTCCCGGCACATGTTCGACTACCTGGTGCC 540 
R D W E V D A A W L S R H M F D Y L V P  
5 4 1  CAGCGTCATGCCGGCCGAGGTCGCCTGGGCGGTCGGCGCCGAGGGCCCGGTCACGATGGT 600 
S V M P A E V A W A V G A E G P V T M V  
601 CTCCACCGGCTGCACCTCGGGCCTGGACTCCGTCGGCAACGCGGTCCGGGCGATCGAGGA 660 
S T G C T S G L D S V G N A V R A I E E  
661  GGGCAGCGCCGACGTGATGTTCGCGGGAGCCGCCGACACCCCGATCACCCCGATCGTCGT '720 
G S A D V M F A G A A D T P I T P I V V  
721 C G C C T G C T T C G A C G C G A T C C G C G C C A C G A C G G C G C G C A A C G C C T C  780 
A C F D A I R A T T A R N D D P E H A S  
7 8 1  GCGGCCGTTCGACGGTACGCGGGACGGCTTCGTGCTGGCCGAAGGACGCGATGTTCGT 840 
R P F D G T R D G F V L A E G A A M F V  
841 CCTGGAGGACTACGACAGCGCGCTGGCCCGCGGAGCCCGCATCCACGCCGAGATCTCGGG 900 
L E D Y D S A L A R G A R I H A E I S G  
901 G T A C G C G A C G C G C T G C A A C G C G T A C C A C A T G A C G G G C C T G T  960 
Y A T R C N A Y H M T G L K A D G R E M  
961 GGCCGAGACCATCCGGGTCGCCCTCGACGAGTCCCGCACGGACGCGACGGATCCTA 1020 
A E T I R V A L D E S R T D A T D I D Y  
1021 CATCAACGCGCACGGCTCCGGCACCCGGCAGAACGACCGCCACGAGACAGCGGCGTACAA 1080 
I N A H G S G T R Q N D R H E T A A Y K  
1081 GCGCGCCCTCGGCGAACACGCGCGGCGCACTCCGGTCAGCTCGATCAAGTCGATGGTCGG 1140 
R A L G E H A R R T P V S S I K S M V G  
1141 CCACTCGCTGGGCGCGATCGGCTCGCTGGAGATCGCGGCCGTCGTACTCGCCCTCGCA 1200 
H S L G A I G S L E I A A V V L A L E H  
1201 CGGCGTGGTGCCCCCGACCGCCAACCTGCGCACCAGCGACCCCGAGTGCGATCTCGACTA 1260 
G V V P P T A N L R T S D P E C D L D Y  
1261 CGTTCCGCTGGAGGCCAGGGAGCGGAAGCTGCGGTCCGTACTCACCGTGGGCAGCGGCTT 1320 
V P L E A R E R K L R S V L T V G S G F  
1321 CGGCGGCTTCCAGAGCGCGATGGTGCTGCGCGACGCCGAGACCGCGGGGCGGCCGCATG 1380 
G G F Q S A M V L R D A E T A G A A A *  
actIORF2 >> rbs? M  
1381 A G C G T C C T C A T C A C C G G A G T C G G C G T C G T C G C A C C C A A C G  1440 
S V L I T G V G V V A P N G L G L A P Y  
1441 T G G T C G G C G G T G C T G G A C G G C C G C C A C G G C C T C G G C C C G G C  1500 
W S A V L D G R H G L G P V T R F D V S  
1501 CG G T A C C C G G C G A C C C T C G C C G G C C A G A T C G A C G A C T T C C C C C G  1560 
R Y P A T L A G Q I D D F H A P D H I P  
G R L L P Q T D P S T R L A L T A A D W  
1621 GCCCTCCAGGACGCGAAGGCGGACCCGGAGTCGCTGACCGACTACGACATGGGCGTGGTG 1680 
A L Q D A K A D P E S L T D Y D M G V V  
ACCGCCAACGCCTGCGGTGGGTTCGACTTCACCCACCGGGAGTTCCGWGCTGTGGTCC 
T A N A C G G F D F T H R E F R K L W S  
GAGGGCCCWGTCGGTCAGCGTGTACGAGTCCTTCGCCTGGTTCTACGCGGTGMCACC 
E G P K S V S V Y E S F A W F Y A V N T  
GGCCAGATCTCCATCCGGCACGGTATGCGCGGTCCGAGCAGTGCCCTGGTCGCCGAGCAG 
G Q I S I R H G M R G P S S A L V A E Q  
G C C G G G G G C C T G G A C G C C C T G G G C C A C G C C C G C C G T A C G A G C C G C T G  
A G G L D A L G H A R R T I R R G T P L  
GTGGTCTCCGGCGGGGTGGACTCGGCACTCGACCCGTGGGGCTGGGTCTCGCAGATCGCC 
V V S G G V D S A L D P W G W V S Q I A  
AGTGGCCGGATCAGCACGGCCACCGATCCGGACCGGGCGTATCTGCCCTTCGACGAGCGG 
S G R I S T A T D P D R A Y L P F D E R  
GCGGCCGGCTACGTTCCGGGCGAGGGCGGGGCCATCCTCGTCCTGaGGACAGCGCCGCG 
A A G Y V P G E G G A I L V L E D S A A  
GCCGAGGCCCGCGGCCGGCACGACGCGTACGGCGAACTCGCCGGCTGCGCCTCCACCTTC 
A E A R G R H D A Y G E L A G C A S T F  
B-17) 
GACCCCGCCCCCGGATCCGGACGGCCCGCGGGCCTGGAACCCGGCTGGCGCTG 
D P A P G S G R P A G L E R A I R L A L  
AACGACGCCGGGACCGGTCCCGAGGACGTCGACGTCGTGTTCGCCGACGGCGCGGGCGTG 
N D A G T G P E D V D V V F A D G A G V  
CCCGAGCTGGACGCCGCCGAGGCCCGGGCGATCGGCCGGGTGTTCGGCCGCWGGGGTG 
P E L D A A E A R A I G R V F G R E G V  
CCCGTCACCGTCCCCAAGACGACGACGGGCCGCCTCTACTCCGGCGGCGGCCCGCTCGAC 
P V T V P K T T T G R L Y S G G G P L D  
2401 GTGGTCACCGCCCTGATGTCCCTGCGCGAAGGGGTGATCGCGCCGACCGCGGGCGTGACG 2460 
V V T A L M S L R E G V I A P T A G V T  
TCCGTACCCCGGGAGTACGGCATCGACCTGGTGCTCGGCGMCCCCGCAGCACGGCCCCG 
S V P R E Y G I D L V L G E P R S T A P  
2521 CGCACCGCACTGGTCCTGGCCAGGGGCCGCTGGGGCTTCAGGTCCTGCGC 2580 
R T A L V L A R G R W G F N S A A V L R  
2581 CGTTTCGCACCGACCCCGTAACGACCCCGAGAACTGGAGAAAGCCATGGCAACCCTGCTG .2640 
actIORF3 » rbs? M A  T  L  L 
R F A P T P *  
2641 ACCACCGACGATCTGCGCCGCGCCCTCGTGGAGTGCGCCGGTGAGACGGACGGGACGGAC 2700 
T T D D L R R A L V E C A G E T D G T D  
2701 CTGTCCGGCGACTTCCTCGACCTCCGCTTCGAGGACATCGGGTACGACTCGCTCGCCCTG 2760 
L S G D F L D L R F E D I G Y D S L A L  
2761 ATGGAGACCGCGGCGCGACTCGAGAGCCGGTACGGCGTGTCCATACCCGACGACGTCGCC 2820 
M E T A A R L E S R Y G V S I P D D V A  
2821 GGCCGCGTCGACACGCCGCGAGAGCTGCTCGACCTGATCACG 2880 
G R V D T P R E L L D L I N G A L A E A  
act-4 >> rbs? 
2881 GCATGAGCCGGCCGGGAGAACACCGGGTGGTCCACACCCTGCCCCGGCGC 2940 
A * 
M S R P G E H R V V H T L R T Q A P A R  
2941 GGCGGCTCTACGAGCTGGTCGCACGCGTCGAAGACTGGCCGGCCGTCTTCGAACCCACCG 3000 
R L Y E L V A R V E D W P A V F E P T V  
3001 TGCACGTACAGGTCCTGGAGCGCGGCCCGGGCACCGAACGGGCGCGCG 3060 
H V Q V L E R G P G T E R F R I W A R V  
B ~ t U L l 8 1  Y 
3061 TGGGCGGCCGGGTGMGACCTGGACGTCCCGCCGGACGCTGGATCCCGACACCCTGAGGG 3120 
G G R V K T W T S R R T L D P D T L R V  
3121 TGACGTTCCGCCAGGAGCTCACCCAGCCGCCCATCGCCTCGATGCGGGAGCTGGGT 3180 
T F R Q E L T Q P P I A S M G G S W E F  
3181 TCCGGGGCGACGGCGACGGCACCGAAGTCGTGCTGACCCACGACTTCGCCGCGGTCGACG 3240 
R G D G D G T E V V L T H D F A A V D E  
3241 AAGCCGCCCTGCCGGGACTGCGCGAGGCGCTGGACGCGAACAGCGGGAAGGAGCTGGCCG 3300 
A A L P G L R E A L D A N S G K E L A A  
3301 CGCTGGTCGCGCTGGCGGAGCGCCGGCAGCCGCCCGAGGAGCTGGTCTTCACGTTCGAGG 3360 
L V A L A E R R Q P P E E L V F T F E D  
3361 ACACGCTCCGGGTGCCGTCCGGGGACGACGCCTACGCCTTCATCGAGCGCAGCGACCTG 3420 
T L R V P S G D D A Y A F I E R S D L W  
3421 GGCAGGAACGGCTGCCGCACGTGCGGAAGGTGACACTCACCGAGGAGGCGGCGGGTACCG 3480 
Q E R L P H V R K V T L T E E A A G T G  
3481 GCCCCGCCGAGACGCGGGACATGACCGTCCAGGACATGACCATGGAGACGGTGACCACCG 3540 
P A E T R D M T V Q D M T M E T V T T D  
3541 ACGGCGGTACCCACACCACCCGTTCGATCCGGCTCTGCGTCCCCGCGAGGAGCATCGTGT 3600 
G G T H T T R S I R L C V P A R S I V Y  
3601 ACAAGCAGCTCGTCCCGCCCGCCCTGCTCTCCGGGCACTGCGGCGCCTGGACCTTCGGCG 3660 
K Q L V P P A L L S G H C G A W T F G E  
3661 AGGACACGGTCACCGCCCGCCACACCGTGGCGATCGACCCGGCCCGCGTGGAAGAGGTCC 3720 
D T V T A R H T V A I D P A R V E E V L  
3721 TGGGCAAAGGCGCGACCGTCGCGGACGCCCGTACCCATCTGCGCGAGGTGCTCGGTGCCA 3780 
G K G A T V A D A R T H L R E V L G A N  
3781 ACAGCCGGGCCACGCTCCGCCACGCGGCGGCCGCCGCCGGGCCGGCGTCATGACGGTCGA 3,840 
actORF5 >> M T V  E  
S R A T L R H A A A A A G P A S *  
3841 GGTCCGTGAGGTCGCCGAGGGTGTCTACGCCTACGAGCAGGCCCCCGGCGGCTGGTGCGT 3900 
V R E V A E G V Y A Y E Q A P G G W C V  
3901 CAGCAACGCGGGCATCGTGGTGGGCGGCGACGGCGCGCTCGTCGTCCACTGTCC 3960 
S N A G I V V G G D G A L V V D T L S T  
3961 GATCCCGAGGGCGCGGCGGCTGGCGGAGTGGGTCGACAAGCTCGCCGCGGGCCCCGGCCG 
I P R A R R L A E W V D K L A A G P G R  
4021 TACCGTGTCAACACCCACTTCCACGGCGACCACGCCTTCGG~CCAGGTCTTCGCGCC 
T V V N T H F H G D H A F G N Q V F A P  
4081 GGGGACGCGGATCATCGCGCACGAGGACATGCGGTCCGCCGGCCTGGC 
G T R I I A H E D M R S A M V T T G L A  
4141 CCTCACCGGGCTCTGGCCGCGGGTCGACTGGGGCGAGATCGAGCTGAGGCCGCCGAACGT 
L T G L W P R V D W G E I E L R P P N V  
4201 GACCTTCCGCGACCGGTTGACCCTGCACGTCGGCGAGCGACAGGTCGAACTGATCTGCGT 
T F R D R L T L H V G E R Q V E L I C V  
4261 CGGCCCCGCGCACACCGATCACGACGTGGTGGTCTGGCTGCCCGAGGAGCGGGTGCTGTT 
G P A H T D H D V V V W L P E E R V L F  
4321 CGCGGGGGACGTCGTCATGTCGGGCGTCACTCCGTTCGCCCTCTTCGGTTCGGTGGCCGG 
A G D V V M S G V T P F A L F G S V A G  
4381 CACGCTGGCCGCGCTCGACCGGCTGGCGGAGCTGGAGCCCGAGGTGGTCGTCGGCGGGCA 
T L A A L D R L A E L E P E V V V G G H  
4441 CGGCCCGGTGGCGGGACCCGAGGTGATCGACGCCAACCGGGACTATCTGCGCTGGGTCCA 
G P V A G P E V I D A N R D Y L R W V Q  
4501 GCGCCTCGCCGCCGATGCGGTCGACCGCCGGCTGACACCGTTGCAGGCCGCGCGCCGGGC 
R L A A D A V D R R L T P L Q A A R R A  
4561 GGACCTCGGCGCCTTCGCCGGGCTGCTGGACGCGGAGCGCCTCGTCGCGAACCTGCACCG 
D L G A F A G L L D A E R L V A N L H R  
- 
4621 GGCCCACGAGGAGCTGCTGGGCGGGCACGTGCGTGACGCCATGGAGATCTTCGCGGAGCT 
A H E E L L G G H V R D A M E I F A E L  
4681 GGTCGCCTACAACGGTGGGCAGCTGCCCACCTGCCTCGCCTB~CWGATGGCA 
V A Y N G G Q L P T C L A *  
actORF6 >> rbs? ~ M A  
4741 GCCGACCAGGGAATGCTCCGGGACGCCATGGCCCGGGTGCCGGCCGGGTGGCGCTCGTC 
4801 ACCGCCCATGACCGCGGGGGAGTCCCGCACGGTTTCACCGCCAGTTCGTTCGTGTCCGTC 
T A H D R G G V P H G F T A S S F V S V  
4861 TCGATGGAGCCGCCACTGGCACTGGTCTGCCTGGCTCGTACGGCCTCCTTCCCGGTG 4920 
S M E P P L A L V C L A R T A N S F P V  
4921 TTCGACAGTTGCGGCGAGTTCGCGGTGAGCGTGCTGCGCGCTGGCC 4980 
F D S C G E F A V S V L R E D H T D L A  
M R F A R K S A D K F A G G E F V R T A  
5041 CGGGGAGCGACCGTGCTCGACGGAGCGGTCGCGGTCGTCGAGTGCACGGTCCACGAGCGC 5100 
R G A T V L D G A V A V V E C T V H E R  
5101 T A C C C G G C G G G C G A C C A C A T C A T C C T G C T C G G C G A G G T C C  5160 
Y P A G D H I I L L G E V Q S V H V E E  
5161 AAGGGCGTACCGGCGGTCTACGTGGACCGCCGGTTCGCCGCCCTGTGCTCGGCGGCGGGT 5220 
5221 GCCTGCCCGTCCGCCACCGGGCGGGGCGTGCCCGCGCATGCCGGCTGAGGCCGGCCGGGA 5280 
A C P S A T G R G V P A H A G *  
5281 AGGCCGTCAGCGGCCCGTGGCACCGTCGATCAGCTCGCGGTGTCGGCGTGGCCGGC 5340 
AGTCGCCGGGCACCGTGGCAGCTAGTCGAGCGCCTCCTACAGCCGCACCGGCCG 
* R G T A G D I L E R L I D A H G A  
5341 GTGGCGGCCGGTCTCCTCCACCATGTGGGTGAGGGCCCAGCGGACACTGGGCGCGGGGCG 5400 
CACCGCCGGCCAGAGGAGGTGGTACACCCACTCCCGGGTCGCCTGTGACCCGCGCCCCGC 
H R G T E E V M H T L A W R V S P A P R  
5401 GCCCGGTCGCGGCCGGGGGAGCGGTGCGCCGAGGTCGGTGGGCGTCGACGCGGTT 5460 
CGGGCCAGCGCCGGCCCCCTCGCCACGCGGCTCCAGCCACGTCCGCAGCTCGTGCGCCAA 
G P R P R P L P A G L D T C A D L V R N  
5461 CGCCCGTTCGACGGCCTCCCGGTAGCGGGCGACGACGTCGGCGACGCCGTCCTGGGACGC di 5520 
GCGGGCAAGCTGCCGGAGGGCCATCGCCCGCTGCTGCAGCCGCTGC~GGACCCTGCG 
A R E V A E R Y R A V V D A V G D Q S A  
5521 G G C C C G G A A C G T C G C C G G C C A G C T T C G C A C C T C C T C C C C G  5580 
CCGGGCCTTGCAGCGGCCGGTCGAAGCGTGGAGGAGGGGCTCCTTCTGCEGCGAGCTG 
A R F T A P W S R V E E G L F V A R E V  
GTGGGTCAGGTGGTTGAGCAGCCCGAGCAGGTTGGTGCCGCGCCGCCGTGCG 5640 
CACCCAGTCCACCAACTCGTCGGGCTCGTCCAACCACGGCCTGCGGTGGCGGCGGCACGC 
H T L H N L L G L L N T G S A V A A T R  
G A C C T G C G G T T C G G G G G C G T C C T C G A C C T T G C C G G C G A T C  5700 
CTGGACGCCAAGCCCCCGCAGGAGCTGGAACGGCCGCTAGCTCCAGGCGTCaTCAGCTC 
V Q P E P A D E V K G A I S T R L Y D L  
GAACCCGCGCAGGGTCTCGGCCTCACCGCCGCCGGTTCGGGGCGGCGGGGTGTCCCGGCG 5760 
CTTGGGCGCGTCCCAGAGCCGGAGTGGCGGCGGCCAAGCCCCGCCGCCCCACAGGGCCGC 
F G R L T E A E G G G T R P P P T D R R  
GTGGGTGCGGGGGGTGGTGGGCATGGTGACCGGCCTCCGGAAGGTGTGGGGCGGCGGGC 5820 
CACCCACGCCCCCCACCACCCGTACCAGAGGCCGGAGGCCTTCCACA 
H T R P T T P M  rbs? 
<< actORF7 
CGCGGGCGCGGGGCCCGTCAGTCCGCGCGGCGGACGAGCAGGACGTGGTCGACGACCTCG 5880 
AGTCAGGCGCGCCGCCTGCTCGTCCTGCACCAGCTGCTGGAGC 
GCGGTGCGCCCGCCCGGGCCGGTCGCGGTCCGGCGTGGCGCCTCGGCCCGTTCGACCCGC 5940 
CGCCACGCGGGCGGGCCCGGCCAGCGCCAGGCCGCACCGCGGAGCCGGGCmGCTGGGCG 
A T R G G P G T A T R R P A E ' A R E V R  
CACGTCGCCGGGTCCAGGGCGAGGTCCGCCGCGACCTCCTGCGGGGCCGGGTGGCGCGCG 6000 
GTGCAGCGGCCCAGGTCCCGCTCCAGGCGGCGCTGGAGGACGCCCCGGCCCACCGCGCGC 
W T A P D L A L D A A V E Q P A P H R A  
TCGGGGTCCTGGTCCCACGACCACGGCGCCGTCGAGCCGTGGCGCGACGCGCGC 6060 
AGCCCCAGGACCAGGGTGCTGGTGCCGCGGCAGCTCGGCACCAGCTGCTGGTCGTCGGCG 
D P D Q D W S W P A T S G H D V V L L R  
C C G C C C G G G C G C A G C G C G T G C G C G G C C C C G C G C A G G A C C G  6120 
GGCGGGCCCGCGTCGCGCACGCGCCGGGGCGCGTCCTGGCTGCGCGCCAGGTCCAGCTTC 
G G P R L A H A A G R L V S A R D L D F  
GGCGTGTGGAGGTAGTGCGCGCTGACCAGGTCGAACCGGCCCTCGGGAGTCGCGC 6180 
CCGCACACCTCCATCACGCGCGACTGGTCCAGCTTGGCCGWGCCCCTTCCTCAGCKG 
P T H L Y H A S V L D F R G E P F S D R  
AGGTCGTGCCGCACGGCGTCGACCAGGTCGCCGAGGCCGTGGGTCCGTGCGTGCCCCGCG , 6240 
T C C A G C A C G G C G T G C C G C A G C T G G T C C A G C G G C T C C G G C A  
L D H R V A D V L T G L G H T R A H G A  
A G C C G C T C G G C C G C G A C C C C G G A G A T G T C C A C G G C C G T G A  6300 
TCGGCGAGCCGGCGCTGGGGCCTCTACAGGTGCCGGCACT 
L R E A A V G S I D V A T V R W G R R A  
6361 CCGGTGACCGTCTCGACCAGGCGGACGTTCGGGCGGGGCGCGTCGGGCGCCGGGCGGGCG 6420 
GGCCACTGGCAGAGCTGGTCCGCCTGCAAGCCCGCCCCGCGCAGCCCGCGGCCCGCCCGC 
G T V T E V L R V N P R P A D P A P R A  
6301 AGCCACAGCGCGTCGCCGCCGCTGCCGCACCCCAGGTCCAGGGCGTCGCCGGGCGGCAGG 6360 i ~~ 
TCGGTGTCGCGCAGCGGCGGCGACGGCGTGGGGTCCAGGTCCCGCAGCGECCGCCGTCC 
L W L A D G G S G C G L D L A D G P P L  I 1 
6421 GCGTACACGCCGTCCCAGAACGTGACCGCGTCGGTGGTGCTCATCGGAACTCCTTCAGTC 6480 
CGCATGTGCGGCAGGGTCTTGCACTGGCGCAGCCACCACGAGTAGCCTTGAGGAAGTCAG 
A Y V G D W F T V A D T T S M P V G E T  
1 1  1 
l 
1 
6481 GTTTCGGCCGGCGGCGGGCGACGAGTCGGGCAACGCGCCGCGAGCCGTCGATGCGACCAG 6540 
CAAAGCCGGCCGCCGCCCGCTGCTCAGCCCGTTGCGCGGCGCTCGGCAGCTACGCTGGTC 
T E A P P P R R T P C R A A L R R H S W  
TCTCGACACCCTCCGCCCGAACCGGCACWCTTGCGGTTGTGGCAAGGTGGCCCGAT 6600 
AGAGCTGTGGGAGGCGGGCTTGGCCGTGCTTTTGAACGCCAACACCGTTCCACCGGGCTA 
actORF9? >> L  R  L  W Q  G  G  P  M 
D R C G G G S G A R F S A T T A L H G S  
GGACGCCGCAACGGACGACGTGCTCGACGCCGTGGGCCCACGCCTGCGCACGCTGCGCCG 6660 
CCTGCGGCGTTGCCTGCTGCACGAGCTGCGGCACCCGGGTGCGaCGCGTGCGACGCGGC 
D A A T D D Y L D A Y G P R L R T L R R  
P R R L P R R A R R R P G V  
<< actORFS? 
C G A G C G C G G C A T C A C C C T C G C C C A C C T C T C G G C G G C G A C C C C T  6720 
E R G I T L A H L S A A T G V S E S T L  
GTCCCGGCTGGAGAGCGGGCAGCGCCGTGCGACCCTGGAGCTGCTGCTGCCGCTCGCCCG 6780 
S R L E S G Q R R A T L E L L L P L A R  
GATCTACGACGTCCCCCTGGACGACCTCGTCGGCGCCCCGCGCACGGGCGACCCCCGCAT 6840 
I Y D V P L D D L V G A P R T G D P R I  
CCACCTGAAGCCGGTCAGGCGCTTCGGGATGGTCTTCGTGCCGCTGTCCCGGCGGCCGGG 6900 
H L K P V R R F G M V F V P L S R R P G  
CGGCACCCAGGCCTTCAAAATGATCATCCCGAGCCGTCCGGCCGCTCCCGACCCC 6960 
G T Q A F K M I I P S R P A P L E P T P  
GCAGACCCACGAGGGGTCCGAGTGGCTGTACGTGCTCAGCGGCCGTCTGCGGTTGCTGGT 7020 
Q T H E G S E W L Y V L S G R L R L L V  
CGGCGAGCGCGACCTGACGCTGTCGCCCGGTGAGGCGGCCGAGTTCGACACGTCGCTGCC 7080 
G E R D L T L S P G E A A E F D T S L P  
. P U O )  
GCACTGGCTGGGCAGCGCCGACGGCGGCGCGGTCGAACTCCTCGTCCTGTTCGGGCTGCA 7140 
H W L G S A D G G A V E L L V L F G L Q  
7141 GGGCGTGC&CCWLTGTG&CAGCGGCTGAGAGCTTCCTG~~~GA~~~GT~G~~~G 7 2 o o 
G V R A H V H S G *  
7201 GGGTCGGCTGGGCGCGCGAGGCGGCCGAGGCGACGCCGGACCGGTCGGCGGAGGGCCCGC 7260 
1 b 
7261 GCGACAGTCCTGAGGGGGCGTCGCGTCCGCGTGTTGCCCGGCAGCCCGCCCGGTCCGTCG 7320 
. a F 
7321 CCCGGCGTCACATCCGTGCGTCGCCCGGCAGCCCGCCCGGTCCGTCATCCGGCGTCACGC 7380 
7381 CCGGTCCGTCGCCCGGCGTCACGCCCGGTCCGTCATCCGGCGTCACGCCCGGTCCGTCAC 7440 
AGTGCGGGCCAGGCAGTG 
7441 CCGGCGGCAGGCCTCCACGTACCCKGCACCAGTGCCCGCCCCTCGTCCTCGCGGGCC 7500 
GGCCGCCGTCCGGAGGTGCATGGGCGCGTGGTCACGGGCGGGGAGCAGGAGCGCCGCGGC 
R R C A E V Y G R V L A R G E D E R R R  
7501 GGCCAGGGCGTAGCGGCTGGGGGACAGGCCGCGGACCGGGGGTGACCACCCCGCCCAG 7560 
CCGGTCCCGCATCGCCGACCCCCTGTCCGGCGCCTGGCCCGCCCACTGGTGGGGCGGGTC 
A L A Y R S P S L G R V P R T V V G G L  
7561 GGTGATCAGCGGGGCGTTGCCCGTGGCCACCAGGCAGATGCCGCCCGGCGACCAGGGC 7620 
CCACTAGTCGCCCCGCAACGGGCACCGGTGGTCCGTCTACGGCTCGGKCGCTGGTCCCG 
T I L P A N G T A V L C I G L G A V L A  
. BalII(21) 
7621. CTCGTACGTCTCCTCCGTGCCGGAGATCT 7649 
GAGCATGCAGAGGAGGCACGGCCTCTAGA 
E Y T E E T G S I  << actORFlO 
los nfíxms cp aparecen -junto a los sitios de mstrícci6n bcen referencia a su 033rdmxh 
en la figura 7 Q~q.15) . 
>> sicpifia pr&abie c ihcc ica i  de tmnscripción. Deducida de la figura 10, 45 
~ a c  flechas hacen refcxemia a sxuadas Están xnmmüw m mtir su 
i&ifia& la figura, El que las ickntifia se enaaentra s a b ~  la p* base 
ck la semenda repetida. 
Fig.10.- Análisis de fases de lectura de l a  regibn derecha del 
"cluster" a. 
Directo 
( izq.  >> dcha. según fig.7) 
1 2 3 4 5 6 7 8  9 1 O 
Reverso 
ORF 
8 O 
6 O 
4 O 
2 0 
ORF 
8 O 
6 O 
4 0  
2 o 
1v.1.1.- Función deducida para l a s  w r e s u n t a s O R F ' s  de ~ c c i ó n  
La comparación por ordenador del presunto producto génico de l a  
actIORFl (424 aa) con l a s  bases de datos, reveló una a l t a  homologia 
con l a  J3cetoacilsintetasa (fabB) de E.coli (Kauppinen y col. ,1988) 
(fig.11) y con l a  región cetoacilsintetasa del enzima ácido graso 
sintetasa de S.cereviseae (Mohamed y ~01 .~1988) .  E l  alineamiento de l a  
actIORFl con l a  fm- (406 aa) es extremo-extremo (tamailo similar y 
homologías en l a s  mismas posiciones relativas) (fig.11) y coincidente 
en e l  residuo cisteína del centro activo donde presuntamente se ancla 
l a  cadena de poli-cetos en l a  condensación (fig.15, pag.48). 
La poster ior  comparación del presunto producto génico de l a  
actIORF2 (406 aa) con l a  fabB tanibién reveló una apreciable homología 
a l o  largo de l a  proteína, pero especialmente en e l  extremo carboxilo 
terminal (fig.12). E l  aspecto más importante en esta comparación es l a  
ausencia del residuo cisteína en l a  zona equivalente a l  centro activo 
de la actIORF2. 
Figs. 11 y 1 2 .  - Comparación de aa entre  la fabB de E.coli y las 
a c t I O R F l  y 2 .  * 
E. coi¡ f abB E. col¡ fabB 
* ms pr&etms  izados fileron : ventana 40; askhgmcia 19. Esto sqmne la 
de puntos celando la ~ 1 ~ a  es del 47.5%. (para infonriación uer Deveraux 
y co1.,1984) 
I 
Comparando l a s  actIORFl y 2 entre sí, se puso de manifiesto un buen 
alineamiento extremo-extremo y una importante homologia (fig.13, 
pag.37) entre ambas proteínas. Un aspecto importante a destacar en 
relación a estas  dos ORF's  es e l  aparente acoplamiento traduccional 
que presentan, sugiriendo una interacción de sus productos génicos 
para formar un heterodímero que, a s u  vez, sería parte de un posible 
complejo "sintetasa de actinorhodinaw. 
Estas mndicionec generan ptos  
donde la tnm1qí.d es be1 47.5%. 
(Raeraux y col. ,1984) 
Datos anteriores, mostraban la existencia de homología entre 
algunos de los genes implicados en las primeras etapas de la ruta 
biosintética de actinorhodina y sus equivalentes en los sistemas de 
los poliquétídos granaticina (Sherman y col., 1989) y tetracenomicina 
(Bibb y co1.,1989). Esta homología aparecía tanto a nivel de DNA como 
funcional (Hopwood y ~01.~1985~; Malpartida y ~01.~1987; Sherman y 
~01.~1989). La comparación de las actIORFl y 2 con las respectivas 
ORF's de los sistemas anteriores reveló una gran semejanza entre ellas 
: proteínas de tamaño similar (act/gra/tcm : ORFl 424/421/427 y ORF2 
406/415/406) y excelentes alineamientos extremo-extremo (fig.14). El 
alineamiento de aa alrededor del residuo cisteína del presunto centro 
activo de la actIORFl con sus equivalentes (fig. 15, pag. 48) refleja el 
grado de homología entre las supuestas Dcetoacilsintasas de 
poliq&tidos. 
Fig. 14.- Comparaci6n a nivel de aa de las act/gra/tcm ORFl y 
0-2. * 
l 
act I O R F l  act I O R F  1 l 
* (VentaM: 20; astringencia: 14, Estos parámetros reflejan -110s 
ptos en qye la kmlogía es del 7@. (Deveraux,l984). 
Fig. 15.- Ebmología a nivel de centro activo entre 
J3-cetoacil sintetasas de varios sistemas. 
TcnCWFld G P V T V V S T G C  T S G L D A V  
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sintetasas 
Polloc G P S L T I D T A C S S S L M  
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CisteíM del centro activo 
a) Bihb y al,, 1989 
b) Sherman y d.,1989 
c charxg y Harmiec,1988 
Una característica común a todas las sintetasas de ácidos grasos, 
cualquiera que sea su origen, es la de poseer una proteína de bajo 
peso molecular encargada del soporte de la cadena carbonada en 
elongación y del suministro de los acilos que se le van incorporando 
por sucesivas condensaciones (Hale y Leadly,1985; Hale y co1.,1987). 
El análisis del presunto producto génico de la actIORF3 reveló una 
proteína de pequeño tamaño, 86 aa, que presentaba una alta homología, 
especialmente a nivel del presunto centro activo, con proteínas 
transportadoras de acilos de sintetasas de ácidos grasos de diversos 
orígenes : bacteriano (Chang y Hammes,1988), animal (Chang y 
Hammes, 1988), y de plantas (Kuo y Ohlrogge, 1984) (fig. 17, pag. 49) . 
La comparación de la actIORF3 con las correspondientes ACP's de los 
sistemas granaticina y tetracenomicina reveló una homología muy 
elevada, mayor que con ACP's de sintetasas de ácidos grasos, 
especialmente en la región amino terminal (fig.16). Esta homologia, es 
superior al 83% (10/12) en los 12 aa que rodean el residuo serina, 
clave del centro activo (fig.17) . 
Fig. 16. - iomología a nivel de aa de la ACP de los sistemas 
gra y Tcm con su equivalente en actinorhodina.* 
* P a r h ~ t r o s  :ventaM 18; astrixpcia 8. Esto supo~-re la gmeraci6n de puntos do& 
la ~ 1 o S ; a  es drl 45% (Deveraux, 1984) . 
F i g .  17.- Homologia entre los presuntos centro activos de ACP de 
distintos sistemas. 
Saccharopolispora erytrhea E D L G M D S L D L V E  
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Conejo A D L G L D S L M G V E  
ActIORF3 E D I G Y D S L A L M E  
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Serina del centro activo 
La comparación del presunto producto génico de la actORF4 con las 
bases de datos y con las sintetasas de ácidos grasos conocidas no nos 
proporcionb ningúna información relevante sobre su posible función. 
Sin embargo, la comparación con su probable equivalente en el sistema 
biosintético de granaticina reveló una homologia importante (fig.18, 
pag.50) aunque no tan elevada como la existentes en las ORF's 
anteriores . 
Fig. 18.- C o m p a r a c i ó n  a nivel de aa de l a  a c t O R F 4  y l a  
g r a I O R F  4 .  * 
* Par&etroc : (a) ventana 20; astringencia 12. Estos parárretros sqmm la aparicibn 
de puntos donde la brolqía es ck-l 60%. (b) ventana 18; astrbqencia 6. Estos 
paránetros suponen la  aparición de puntos donde la ham1Ogía es del 33.3%. (Deveraux y 
d., 1984) 
E l  aná l i s i s  químico había revelado previamente que e l  paso 
catalizado por e l  producto o productos génicos de l a  clase actVIL 
(Rudd y Hopwood, 1979) podría ser explicado con una deshidratación y 
ciclación de l a  cadena de poli-cetos (Floss y co1.,1985), elongada por 
acción del gen acl-1 y reducida en algunos puntos por l a  acción del gen 
m (fig.5, pag.12). E l  resultado de estas  reacciones se r í a  e l  
esqueleto carbonado básico que, por sucesivas reacciones, se 
convertirá en e l  producto final de l a  ruta. Ello, sugeriría que dicha 
clase actVU pertenece probablemente a l  complejo actinorhodina 
sintetasa, interviniendo en e l  proceso de ciclación de l a  cadena de 
poli-cetos elongada (fig. 5, pag. 12 )  . 
E l  análisis de complementación por inserción utilizando un derivado 
del fago PMI (Malpartida y Hopwood, 1986) portador del fragmento BclI 
(nucleótidos 2855 a l  6921,fig.9, pag.38-421 (es decir, que abarca 
desde apenas 9 aa del extremo carboxilo terminal de l a  presunta ACP 
hasta e l  inter ior  de l a  actORE'9) resultó positivo sobre l a  cepa B140 
(mutante c l a s e  VIL). E l  reducido número de l isógenos que 
complementaron l a  mutación, sugirió que l a  localización de l a  mutación9 
actVII se encuentra muy próxima a l  nucleótfdo 2855, en e l  extremo 
amino terminal de la actORF4. 
Estos datos en conjunto, sugieren que l a  sintetasa de actinorhodina 
estaría formada por, a l  menos, los productos génicos de l a s  aclORF's 
1,2,3 y 4 que, junto con e l  gen actIII (Hallam y col .  ,1988), 
supondrían la localización contigua en e l  "cluster" de un total  de 
S dominios funcionales para constituir e l  complejo enzimático. 
La comparación de l o s  productos génicos  de l a s  r e s t a n t e s  ORF 's  
secuenciadas (actORF 5, 6, 7, 8 y 9 ) ,  no sug i r i ó  nada re levante  sobre 
l a  func ión  que puedan desempefiar e n  l a  r u t a  de  b i o s í n t e s i s  de  
actinorhodina. 
Datos genéticos ya comentados, asocian claramente esta región con, 
a l  menos, dos actividades enzimáticas que definen a las c lases  y 
mb, s i n  olvidar  que podrían f a l t a r  funciones enzimáticas por asignar 
en l a  ru t a  metabólica propuesta (fig.5, pag.12). 
La organización t ranscr ipc iona l ,  deducida d e l  mapeo de S1 de ba j a  
~ e s o l u c i ó n ,  de l o s  genes implicados en l a s  primeras e tapas  de l a  r u t a  
(Malpartida, comunicación persona l )  y l a  d i spos i c ión  f í s i c a  de  l a s  
ORF's, resul tado de l o s  da tos  de secuencia, sugería l a  pertenencia de 
la actORF6 al mismo mensajero que l a s  0 W " s  q u e - l e  preceden y s i tuaba 
a l a s  actOEV7 y 8 e n  o t r o  mRNA cuya t ranscr ipción s e r í a  convergente a 
l a  del a n t e r i o r .  Mediante experimentos de mutagénesis por  i n se rc ión  
s e  recombinó e l  fago P M 1  con e l  cromosoma de S . c o e l i c 0 1 ~ ~  a t ravés  de l  
fragmento SacII  (que contiene secuencias codificantes de l a s  actORF5 y 
6; coords.4157-4812, f ig .9 ,  pag.40); l o s  l isógenos obtenidos, fueron 
no produc tores  (E.  Martínez,  comunicación pe r sona l )  . E l  c a r á c t e r  
mutagénico de e s e  fragmento s u g i e r e  s u  s i t u a c i ó n  i n t e r n a  a un 
mensajero, l o  que parece confirmar l a  per tenenc ia  de l a  actORF6 a l  
mensajero p o l i c i s t r ó n i c o  involucrado en l a s  e tapas  tempranas de l a  
r u t a  b i o s i n t é t i c a  de a c t i n o r h o d i n a  y que c o n t i e n e  l a s  O R F ' s  
mencionadas. 
La  d i spos i c ión  de l a s  ORF ' s  ob ten ida  a p a r t i r  de l o s  da to s  de 
secuencia,  parece  s i t u a r  a l a  actORF9 en un mensajero f í s icamente  
independiente, que e s t a r í a  probablemente controlado por l a s  mismas 
s e ñ a l e s  que determinan l a  t r ansc r ipc ión ,  d ivergente ,  d e l  mRNA que 
codifica l a s  actORF7 y 8 (fig.10, pag.45). 
IV, 1.1. S .  - p o s i b l e  f m c i d e l a s  es~ec ia les  nQ 
tes  si- a l  final de l a  s t O R E Q ,  
A p a r t i r  del nucleót ido 7294 (f ig .9 ,  pag.44), 125 pb después d e l  
f i n a l  de l a  actORF9, aparece un secuencia de 240 pb que contiene una 
serie de c inco  r e p e t i c i o n e s  d i r e c t a s ,  a lgunas  so lapantes ,  con una 
longi tud  comprendida e n t r e  22 y 37 pb ( f i g .9 ,  pag.44). Apenas 7 pb 
después de estas est ructuras ,  vendría e l  extremo 3' de l a  ORF10, cuyo 
mensajero parece  t r a n s c r i b i r s e  h a c i a  el r e s t o  d e  l o s  genes d e l  
"cluster" mencionados hasta  ahora. 
La comparación de e s t a s  secuencias  r e p e t i d a s  con las bases  de 
datos ,  r e v e l ó  c i e r t a  homología con reg iones  r i c a s  en G-C de genes 
implicados en fenómenos de t ransposic ión (Gier l  y co1.,1985; Kunze y 
Sta r l i nge r , l 989 )  y de reg iones  espaciadoras  de genes p re sen t e s  en 
v a r i a s  copias  en  tándem por  cromosoma (Boseley y co1.,1979; Moss y 
co1.,1980). También apareció homología con regiones de DNA implicadas 
en la interacción con pro te ínas  (Kunze y Star l inger , l989) .  La función 
de estas secuencias repet idas  es aún inc i e r t a ,  pero podrían del imitar  
uno de l o s  extremos de l  "cluster". 
A s í ,  l a  organizac ión  gén ica  de l a  r eg ión  d e l  " c l u s t e r w  a% que 
codifica para  l a s  etapas i n i c i a l e s  de la  ruta,  quedaría resumida en l a  
figura 19. 
3 
Fig. 19.- Esquema general de la región derecha del cluster m. 
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IV. 2. - =ION CENTRAL DEL " ~ L U ~ ~ "  ACT. 
Datos previos a e s t e  t rabajo  obtenidos mediante estudios de 
cosíntesis  (Rudd y Hopwood,l979) y de complementación (Malpartida y 
Hopwood,l986), asociaban una región de aproximadamente 5-6 kb a par t i r  
de l a  coordenada P s t I  (11) (f ig.  7, pag. 15) con una posible función 
reguladora de la expresión de l o s  genes del "cluster1' a. Los datos 
genéticos, apuntaban hacia l a  presencia de un regulador positivo en 
esta región cuya duplicación en el genoma determinaba unos incrementos 
en la producción de actinorhodina de dos órdenes de magnitud (Hopwood y 
co1.,1986b). Además, datos de mapeo de S1 de baja resolución revelaban 
l a  exis tencia  de dos mensajeros solapantes, de 4 y 4 . 5  kb, que 
atravesaban e s t a  región desde aproximadamente 1 kb an tes  de l a  
coordenada P s t I  (11) (f ig. 7, pag. 15) (Malpartida, comunicación personal) . 
Paradójicamente, en es ta  región que parecía transcripcionalrnente muy 
activa,  no se habían detectado mutaciones que mapearan sobre estos 
mensajeros, quedando éstas localizadas entre l a s  coordenadas P s t I ( l 2 )  y 
e l  f inal  del gen actlII (fig.7, pag.15). Para explicar estos hechos, se 
establecieron varias hipótesis : (a) las  mutaciones en esta región eran 
le ta les ,  por l o  que ser ía  imposible detectar mutantes, (b) l a  región 
codificante de l o s  mensajeros de es ta  región era  dispensable para l a  
biosíntesis de actinorhodina y (cf l a s  mutaciones en esta región podría 
no suponer un cambio fenotípico, con l o  que l o s  mutantes ser ían  
indistinguibles de los silvestres. 
Con e1 f i n  de aclarar l a  posible función de es ta  región central del 
"clusterw a, se procedi6 a la mutag6nesis por inserción inactivante. 
Para e l l o ,  s e  construyó un fago recombinante derivado del  KC516 
portando l a  regi6n de aproximadamente 900 pb a par t i r  de l a  coordenada 
P s t I  (11) ( f i g .  7, pag. 15) y se  l isogenizó l a  cepa productora de 
actinorhodina ,S.coelicolo~ J1501. Sorprendentemente, e l  fenotipo del 
lisógeno resultante, fue idéntico a l  de l a  cepa original : productor 
de actinorhodina. Una posible in terpre tación de e s t e  resultado, 
aparentemente inesperado, fue l a  existencia de una posible actividad 
promotora desde e l  fago que reconstituyera e l  efecto de l a  disrupción, 
como s e  había detectado en estudios anteriores de mutagénesis sobre 
mRNA's policistrónico~ (Malpartida y Hopwood,l986). 
Para t r a t a r  de aclarar  es ta  posibilidad, procedimos a delecionar 
de l  cromosoma de l a  cepa de S . c o e l i c o l o r  B385 ( s i l v e s t r e  para 
actinorhodina) l a  misma región utilizada en e l  cloning mutacional. La 
estrategia seguida, se presenta en l a  figura 20 (pag.54): clonamos en 
e l  fago PM1 (Malpartida y Hopwood,l986) l a s  regiones flanqueantes a l  
fragmento a delecionar, lisogenizando con é l  l a  cepa parenta l .  
Forzando una doble recombinación, pretendíamos s u s t i t u i r  l a  región 
or iginal  de l  cromosoma por l a  clonada en e l  fago, portadora de l a  
deleción. Tras dos pasos sucesivos del  lisógeno sobre un medio s in  
presión selectiva para los  marcadores del fago, obtuvimos 3 colonias, 
de 2500 analizadas, que habían perdido dichos marcadores y que no 
liberaban fago sobre placas de DNA. E l  anál is is  mediante Southern del 
DNA cromosómico de es tas  colonias, reveló que t an  solo una de e l l a s  
era e l  derivado de l a  cepa S.coeLi.colo~1 B385 con e l  fragmento 
PstI/XhoI delecionado que buscábamos (fig.21, pag.55). 
E l  fenotipo de l a  cepa resultante era exactamente igual a l  salvaje 
: no había pérdida de producción de pigmento azul, sugiriendo que las  
secuencias in ternas  a l o s  mensajeros detectados en e s t a  región, 
parecían dispensables para l a  biosintesis de actinorhodina. 
F i g .  20.  - Estrategia desarrollada para generar la  deleci6n del 
fragmento PstI/XhoI, central al  "cluster" &, en 
.
Fig. 21.- Detección de l a  deleción del  fragmento PstI/XhoI de 
la  región central del  "cluster" u. 
- - -  
Pst"Xho' I P s t  l 
Estos res  a 
traves del análisis de l a  secuencia de DNA. 
Los resultados obtenidos con los experimentos de deleción, parecían 
sugerir que e l  presunto regulador positivo del "cluster" es tar ía  
codificado fue ra  de l a  región de l o s  mensajeros detectados 
anteriormente (Malpartida y Hopwood, 198 6) (f i g  .7, pag. 15) ; además, su 
transcripción había de ser  independiente puesto que mutaciones sobre 
esos mensajeros no originaban e l  fenotipo no productor t íp ico  de los  
mutantes act11 descr i tos  (Rudd y Hopwood,l979). Estos resultados, 
sugerían que la  región central  del llcluster" podría subdividirse 
en dos zonas : ,* 
(a)  una región de aproximadamente 4 kb a p a r t i r  de l a  
coord.PstI(11) ( f i g .  7,  pag.15). de t ranscr ipc ión  a c t i v a  pero 
aparentemente dispensable. 
(b) una región más pequeña, imprescindible para l a  expresión del 
"cluster", donde se localizaría e l  presunto gen activador que es tar ía  
situada entre  l o s  mensajeros descr i tos  para l a  región cen t ra l  del 
"cluster" y e l  gen ac t I IT  flanqueando l a s  coordenadas P s t I  (12)  y 
B a m f l I ( l 3 ) ,  fig.7, pag.15) 
Con e l  f i n  de  conocer con mayor profundidad l a  e s t r u c t u r a  y 
organización del "c lus te r"  en e s t a  región t a n  importante, decidimos 
abordar  s u  secuenciación en  colaboración con e l  grupo del p r o f .  
D.A.Hopwood del John Innes In s t i t u t e  {UK) . 
La secuenciación de l a  reg ión  c e n t r a l  del " c l u s t e r "  fue  
real izada por nosotros desde la  coordenada PstI(11)  hasta  e l  f i n a l  del  
gen ( H a 1  lam y col.,  1988) ( f ig .  7, pag. l 5 ) ,  mientras que e l  grupo 
con e l  que colaboramos l o  hacía en sentido contrario.  L a  e s t r a t eg i a  de 
secuenciación ut i l izada,  se describe en l a  f igura  22. 
F i g .  22.- Estrategia & secuenciación de la región central del 
"cluster" &. 
Ps t I  (11) 
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Fig.23.- Secuencia de nucleótidos de la región central del 
"cluster" =t. 
1 C G T T C G T G G A C C A A T A G T C = C C C G G G G G A C G C C A T G  60 
a c t I I O R F 2  >> rbs? rbs? M S S V E A D E  
61 GCCGGACAGGGCCACGGCCCCGCCGTCGGCGTTACTGCCCGAGCGCCCGCC 120 
P D R A T A P P S A L L P E D G P G P D  
121 CGGAACCGCGGCCGGACCCCCGCCCTACGCGCGCCGTTGGGCCGCGCTGGTCATCCT 180 
G T A A G P P P Y A R R W A A L G V I L  
181 CGGCGCCGAGATCATGGACCTGCTCGACGGCACGGTCATGGGCCGCGCCCGCCGT 240 
G A E I M D L L D G T V M N V A A P A V  
241 C C G C G C G G A C C T G G G C G G C A G C C T C A G C G T C A T C C A G T G G T  300 
R A D L G G S L S V I Q W I T V G Y T L  
301 CGCGTTCGCCGTCCTGCTCGTGGTGGGCGGCCGGCTGGGCTCTACGGCCGGCG 360 
A F A V L L V V G G R L G D I Y G R K R  
361 CATGTTCGTCGTCGGCGCCGTCGGCTTCACCGCGGCCTCCGTGCTGTTCGGTGGCGGC 420 
M F V V G A V G F T A A S V L C S V A A  
421 CGGTCCCGAGATGCTCACCGCGGCACGCTTCCTTCAGGGCGGGCTCGGCGCGCTGATGAT 480 
G P E M L T A A R F L Q G G L G A L M I  
481 TCCGCAAGGGCTCGGTCTCATCAAGCAAATGTTCCCGCCCAAGCGGCGGCGGCGTT 540 
P Q G L G L I K Q M F P P X E T A A A F  
541 CGGCGCGTTCGGACCCGCCATCGGGCTGGGCGCCGTGCTCGGCCCGATCGTCGCCGGGTT 600 
G A F G P A I G L G A V L G P I V A G F  
SalI. 
601 CCTGGTCGACGCCGACCTGTTCGGCACGGGCTGGCGGTCCGTCTTCCTGATCTCTGCC 660 
L V D A D L F G T G W R S V F L I N L P  
661 GATCGGCGTGGCCGTGATCGTCGGCGCGGTCCTGCTGCTGCCCGAGGGGCGCCCGT 720 
I G V A V I V G A V L L L P E G K A P V  
721 GCGGCCGAAGTTCGACGTCGTCGGCATGGCGCTGGTGACGTCCGGGCTCACCCTGCTCAT 780 
R P K F D V V G M A L V T S G L T L L I  
781 CTTCCCGCTCGTCCAGGGGCGCGAACGCGGCTGGCCCGCCTGGGCGTTCGTGCTGATGCT 840 
F P L V Q G R E R G W P A W A F V L M L  
841 GGCCGGAGCGGCCGTGCTCGTCGGCTTCGTCGCCCACGAACTGCGGCAGGAGAGGCGCGG 900 
A G A A V L V G F V A H E L R Q E R R G  
901 CGGCGCCACGCTCATCGAGCTCAGCCTGCTGCGCAGGTCCCGCTACGCCCTGGC 960 
G A T L I E L S L L R R S R Y A A G L &  
L 
961 GGTGGCACTGGTGTTCTTCACCGGCGTCTCCGGAATGTCGCTGCTGCTCGCCCTGCACCT 1020 
V A L V F F T G V S G M S L L L A L H L  
E%L(11) 
1021 GCAGATCGGCCTGGGCTTCAGCCCCACCAGGGCCGCGCTWCCATGACGCCCTGGTCGGT 1080 
Q I G L G F S P T R A A L T M T P W S V  
1081 GTTCCTCGTCGTCGGCGCGATCCTGACCGGGGCGGTGCTGGGATCGTTCGGCCG 1140 
F L V V G A I L T G A V L G S K F G R K  
1141 GGCCCTGCACGGCGGGCTCGTGGTGCTGGCGCTGGGCGTGCTGATCATTGTTGT 1200 
A L H G G L V V L A L G V L I M L L R I  
1201 CGGCGACCAGGCCGGCGGGCTGACCAGCTGGGAGCTCGTCCCCGGTATCGCCGTTGCCGG 1260 ' 
G D Q A G G L T S W E L V P G I A V A G  
1261 GCTCGGCATGGGCATCATGATCGGACTGCTCTTCGACATCGCCCTGGCCGACGTCGACAA 1320 
L G M G I M I G L L F D I A L A D V D K  
1321 GCAGGAGGCCGGTACCGCCTCCGGCGTCCTCACCGCGGTCCAGCAGCTCGGCTTCACCGT 1380 
Q E A G T A S G V L T A V Q Q L G F T V  
1381 GGGCGTCGCGGTGCTCGGGACCCTGTTCTTCGGGCTGCTCGGCTCACAGGCCACGGCGAG 1440 
G V A V L G T L F F G L L G S Q A T A S  
1441 CGTCGACGACGGCGCGAGCCGGGCCCGCACCGAACTCGCCGCCGCCGGGGCGAGCACGAC 1500 
V D D G A S R A R T E L A A A G A S T T  
1501 CGAGCAGGACCGGCTCCTGGCCGACCTGCGGGTGTGCCTGCGGGAATCGGCGAGTCAGCA 1560 
E Q D R L L A D L R V C L R E S A S Q Q  
. J ? Y U L L  - 
1561 GGACTCCGAACGGACGCCGGACAGCTGCCGAAACCTCCAGCAGGCCCGCGGCGGTGGC 1620 
D S E R T P D S C R N L Q Q A R P A V A  
1621 CGAGGCCACGGCGCGGGCCTGGCGGACGGCCCACACCGAGAACTTCAGCACCGCGATGGT 1680 
E A T A R A W R T A H T E N F S T A M V  
1681 CCGCACGCTCTGGGTGGTGATCGCACTGCTGGCGGTCTCCTTCGCGCTCCTTCCGGCT 1740 
R T L W V V I A L L A V S F A L A F R L  
L 
1741 GCCGCCCAAGCCGCGTGAGGAAGAGGGCTTCTGATGACACGCACACTGCTGTCCTGGCCC 1800 
P P K P R E E E G F * *  
rbs's? M T R T L L S W P  
1801 GGCGGACGCCGGCTCAAGTGGCTGGTGCTCGCGGCCTGGAC 1860 
G G R R L K W L V L A A W I G L L I V L  
1861 CAGCCGCTGGCAGGGAAGCTCGGCGACGTCGAGTCCAACGACGCCGCCGCCTGGCTCCCC 1920 
Q P L A G K L G D V E S N D A A A W L P  
G N A E S T E V L E L S E K F Q P A D T  
1981 AGCCCGACCGTGATCGTCTACGACCGCCCGTCCGGGATCACGGCCGCCGACGAGGCGAAG 2040 
S P T V I V Y D R P S G I T A A D E A K  
2041 GCGCGGGCCGACGCCACGCACTTCGCGGACGGCACCGGTGTGGTGGGCGAGCCCTACGGC 2100 
A R A D A T H F A D G T G V V G E P Y G  
2101 CCGGTGCGCTCGGACGACGGCAAGGCCCTGCGCACCGTCGTCGTCCCTCGGCAAG 2160 
P V R S D D G K A L R T V V N V H L G K  
2161 GACGGCTGGGAGGGGCTCAACGCGGCCGCGAAGGACAATGCGGCGATCCCGGCCGAGC 2220 
D G W E G L N A A A K D N A A I A R P S  
2221 GCCCCGGACGGTCTCGGCGTCCACGTCACGGGTCCGACCGGTTACCCGATTCCGCA 2280 
A P D G L G V H V T G P T G Y A A D S A  
2281 GAGTCCTTCAGCAGCGCCGACTTCAAGCTCACCCTGGTCACCCTCCTCATCGTCGTGACG 2340 
E S F S S A D F K L T L V T L L I V V T  
2341 ATCCTCGTCGTCACCTATCGCAGTCCCTTGCTCTGGCTGCTGCCGATGATCTCCGCGGGC 2400 
I L V V T Y R S P L L W L L P M I S A G  
2401 ATGTCCCTGGTCATCTCGCAGGCCATCGTCTACCTGCTGGCCCGGGACTCACG 2460 
M S L V I S Q A I V Y L L A K N A G L T "  
2461 GTCAACGCCCAGACGGCGATGATCCTCACGGTCCTGGTGCTCGGCGCCACCGACTAC 2520 
V N A Q T A M I L T V L V L G A A T D Y  
2521 GCGCTGTTGCTCGTCGCCCGCTACCGCGAGGAGCTGCGGCGGCACGCCGGCACG 2580 
A L L L V A R Y R E E L R R H E D R H E  
2581 GCCATGGCCGTGGCGCTGCGCCGGGCCGGTCCCGCCATCGTGGCCAGCGCCGCCACCGTC 2640 
A M A V A L R R A G P A I V A S A A T V  
2641 GCCGTCAGCATGCTCGTCCTGCTGCTGGCCGCTCTGAACTCCACCAAGGGTCTCGGCCCG 2700 
A V S M L V L L L A A L N S T K G L G P  
2701 GTCTGCGCCCTCGGCGTGCTGGTCGGCCTGCTGTCGATGACGTTGCTGCCCGCCCTG 2760 
V C A L G V L V G L L S M M T L L P A L  
L V I F G R W V F W P P R P K H G T E P  
2821 GACGTCACCCGGGGTCTGTGGTCGCGGATCGCCCGGCTGGTGTCCGGCCGTCCGCGTGCC 2880 
D V T R G L W S R I A R L V S G R P R A  
2881 GTCTGGGTCACCACCAGCCTGCTGCTGGGGGCGGTGGCCACGCTGGCCGTCACCCTGAAC 2940 
V W V T T S L L L G A V A T L A V T L N  
2941 G C C G A C G G C C T C C A G C A G A A G G A C G G T T T C A A G A C C A A G C  3000 
A D G L Q Q K D G F K T K P E S V V G E  
3001 G A G A T C C T G A C C C G G C A C T T C C C G G C C G G C T C C G G T P  3060 
E I L T R H F P A G S G E P M V V I A K  
3061 GGCGCCTCGGCGGACCAGGTGCACGCAGCTCTGGAGACCGTGCCCGGCGTCATCGAGGTC 3120 
G A S A D Q V H A A L E T V P G V I E V  
3121 GCACCACCACAGGTGAAGGACGGCCTCGCCTATGTCGAGGCGACTCGGCGCCGGGGCG 3180 
A P P Q V K D G L A Y V E A T L G A G A  
3181 GACTCGCCGGCGGCCATGCGTTCGGTCACCGCGGCCCGCGAGACACTCCCGGCTGC 3240 
D S P A A M R S V T A A R E T L A R L D  
3241 GGTGCGCAGGCACGGGTGGGCGGCAGCAGCGCCGTCGTGCGCGTCC 3300 
G A Q A R V G G S S A V V H D M R E A S  
3301 AGCCGCGACCGCGGTCTGATCATTCCGGTGATCCTCGCCGTGGTGTTCTGCATCCTCGCG 3360 
S R D R G L I I P V I L A V V F C I L A  
3361 CTGCTGCTGCGAGCACTGGTGGCGCCGCTGCTGCTGATCGCGAGCGTGGTGCTGTCCTTC 3420 
L L L R A L V A P L L L I A S V V L S F  
3421 TTCACCGCGCTCGGCCTCGCCGCCCTCTTCTTCAACCACGTCTTCGACTTCGCGGGAGCC 3480 
F T A L G L A A L F F N H V F D F A G A  
SalI 
3481 GATTCGGCCTTCCCCCTGTGGGTCTTCGTCTTCCTGGTCGCCCTGGGCGTCGACTACAAC 3540 
D S A F P L W V F V F L V A L G V D Y N  
3541 ATCTTCCTCGTCACCCGGATCAAGGAGGAGAGCGACCGGCTCGGCACCCGGCAGGGCGCG 3600 
I F L V T R I K E E S D R L G T R Q G A  
3601 CTCAAGGGCCTCACCTCGACCGGTGGCGTGATCACCGCGGCCGGGCTGGTGCTGGCCGG 3660 
L K G L T S T G G V I T A A G L V L A G  
3661 ACCTTCGCCGCGCTGGCCACGCTGCCGCTGGTCTTCATCGCCGAGCTCGGATTCACGGTC 3720 
T F A A L A T L P L V F I A E L G F T V  
3721 GCGGTGGGCGTCCTGCTCGACACCATGATCGTGCGATCGGTCCTGGTCACCGCGCTCACT 3780 
A V G V L L D T M I V R S V L V T A L T  
i 
3781 CTCGATGTCGGCCGGTGGATGTGGTGGCCGCACCCGCTCGCCCGGCGCGGACCCTTCC 3840 
L D V G R W M W W P H P L A R R E D P S  
E D P A V S G M P D S I D S E A S T T A  
S R *  
3961 CAATAGGAGATCGCTTGTGACGGCAAGCACATTGAAATCTGTTGAGTAGGCCTGTTATTG 
1. 
4021. TCGCCCCCAGGAGACGGAGAATCTCGAC~CGCAGATGAGATTCAACTTATTGGGA~ 
rbs's ? rbs? - M R F N L Z G R  
4081 GTGTCCATGTAATCACCGATGCGGGATGTGTAATTCCGCTTWTCCTCGAAGGCGACCC 
V H V I T D A G C V I P L K S S K A T Q  
4141 AGCTCCTGGTGCTGCTGCTCCTCAGGCGGCACGAGGTGGTGGGATCGGGGGTGCTmTCG 
L L X L L L L R R H E V V G S G V L I E  
. AvaII . . PstI (12) 
4201 AGGAGTTGTGGGCGGACCACCCGCCCCGCAGCGCCATGA~~~G~GA~GTA~GTGT 
E L W A D H P P R S A M T T L Q T Y V Y  
4261 ACCACACCCGCCGGCTGCTGGGGGAGCACCGGGTGACGAGCGACGACCGGGmTTGGTCC 
H T R R L L G E H R V T S D D R E L V L  
4321 TGACCCAGCCGCCCGGCTACTTCGCCCTGATCGACGAGGACGAACTCGACGTCGCGGTCG 
T Q P P G Y F A L I D E D E L D V A V A  
4381 CCGAGCGTCTGATCCGCACCGGCGGCCGGCTGCTCGAGGAGAACCGGCTCGAGGAGGCGC 
E R L I R T G G R L L E E N R L - E E A L  
4441 TCGCCTCGTTGGACGCGGGACTGGATCTCTGGCGAGGCCCGGCGCTGTCCACCGTACCGT 
A S L D A G L D L W R G P A L S T V P C  
4501 GCGGCCGGGTGCTCGAAAGCAATATCGCGCACCTGGAAGAGCTGCGKTTTTTGGAATGC 
G R V L E S N I A H L E E L R L F G M Q  
4561 AKTCCGTATCGACGCGAATTGGCGGCTGGGCAGAATAGGGCCGATGATTCCGmCT$C 
L R I D A N W R L G R I G P M I P E L R  
4621 G G T C C C T G G T A A T T T C G C A T C C G C T G A A C G A G A C C C T G C A G C  
S L V I S H P L N E T L H A K L M G A L  
4681 TCTGTCAGATGGGCAGGCGCGCCGAGGCGCTGGAATCGTATCGGAATCTCCGGCGGATAC 
C Q M G R R A E A L E S Y R N L R R I L  
S D E L G V D P T P E I Q R M H M E I L  
t. 
4801 T C A A C G G T G A G A A G G T G C T C G T G T A G C A C C G G T C C G T G A A  4860 
N G E K V L V  
4 l -  
4861 CCTGCGAGGGGCTCCACCGCGTTCACGGACCGGCCGGCGTCAGTAGTTCCCGCCCGCC 4920 
4981 CATCTCCGCCACCTCGGACGGCTGCAC 5007 
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r -  I n i c i o d e t r a n s c i p c i ó n d e l g e n ~  
>> dirección de transcripción 
E l  número en t re  paréntesis si tuado junto a algunos s i t i o s  de 
res t r icción,  hace referencia a la  coordenada de dicho s i t i o  en 
la  figura 7, pag.15. 
La coordenada SalI(50571 a l a  nos referiremos en var ias  
ocasiones, no aparece en l a  f igura  por no tener  más 
relevancia que como herramienta de clonaje 
~1 Secuencias inversamente repetidas 
s .  1v.2.1.1.- Ee@ón dispensable definida por l a s  actIIORF's 2 Y 3 .  
La actIIORF2 (1736 pb/ 578 a a ) ,  comenzaría con un ATG (nucleótido 
38, f ig.23),  precedido por dos posibles s i t i o s  de unión de l  ribosoma a 
S y 1 4  pb respectivamente, y terminar ía  en  un TGA (nucleót ido 1772) 
solapando con la  ORF s igu ien te  en una inusual disposición T G m A ,  con 
dos codones de terminación en tándem que generan uno de in ic iac ión  en 
diferente fase. 
La comparación d e l  presunto producto d e l  gen ~ t I I O R F 7  con las 
bases  de da tos  reve ló  una al ta homología con genes de r e s i s t e n c i a  
t e t r a c i c l i n a  de d i s t i n t o s  orígenes (McMurry y co1.,1980), por l o  que 
s e  a soc ió  este gen con e l  de l a  r e s i s t e n c i a  a act inorhodina,  y s e  
sug i r i ó  la  pos ib i l idad  de que pudieran presentar mecanismos de acción 
y regulación similares.  E s t a  h ipótes is ,  s e  v i 6  reforzada al haber s ido 
encontrada por e l  grupo d e l  profesor Hopwood una ORE' (actIIORF1) a l a  
I izquierda de l a  actIIORF2, de t ranscr ipc ión  divergente  a é s t a ,  cuyo 
producto génico posee una elevada homología a nivel  de prote ína con un 
p r e s u n t o  r e p r e s o r  d e l  gen  de  r e s i s t e n c i a  a t e t r a c i c l i n a  
(J.L.Caballero, comunicación personal) 
F i g .  24.-  Análisis de fases de lectura de l a  región central 
del "cluster" m. 
Directo 
( i z q .  >> dcha. según fig. 71 
Reverso 
ORF + 
ORF + 
ORF + 
act IIORF2 actIIORF3 act IIORF4 
l 
ORF 
ORF 
ORF + 
Un dato de interés a sefialar es  l a  presencia en l a  actIIORF2 de un 
codón TTA, de escasa incidencia en los  genes de (tabla 3, 
pag.8), 54 pares de bases después y en fase con e l  presunto codón de 
iniciación. La lectura de este codón TTA por e l  producto del gen 
(Lawlor y co1.,1987), podria estar  implicada en l a  regulación a nivel 
de t raducción de l a  expresión de l a  posible  r e s i s t e n c i a  a 
actinorhodina. 
La actIIORF3 (2135 pb) tendr ía  un potencial s i t i o  de unión del  
ribosoma 6 pb antes del ATG de in ic io  de traducción (nucleótido 1774)  
y terminaría con un codón TAA (nucleótido 3907), 7 pb antes del inicio 
de una estructura del t i po  "stem-loop" r i ca  en A-T que precede a l a  
actIIORF4 (f ig. 23, pag. 62) . 
La coGaraci6n del presunto producto génico de l a  actIIORF3 frente 
a l  banco de datos, no reveló homologías s ign i f i ca t i va s  que nos 
permitiera asociar  e s t e  gen a alguna función dentro de l a  ru ta  de 
biosíntesis de actinorhodina. 
Una vez obtenidos l o s  datos de secuencia, pudimos comprobar que l a  
deleción que habíamos generado eliminaba del extremo carboxilo del 
presunto gen de resistencia 249 de los 578 aa to ta les  ( e l  43%) y 56 
aa del  extremo amino de los  711 que constituyen l a  actIIORF3 (cerca 
del 8%. Fig.23, pags. 56-63; fig.24, pag. 64) . 
Para comprobar s i  l a  deleción no había afectado una zona 
funcionalmente importante de los  dos genes afectados, procedimos a 
r ea l i za r  una mutagénesis por inserción sobre l a  cepa S.coelicolor 
a 5 0 1  en l a s  regiones flanqueantes a l a  deleción. Para l a  mutagénesis 
del  gen de resistencia (a-.), clonamos e l  fragmento de 414 pb 
Sa l I /Ps t I  (nucleótidos 605/1019, figs.23.24) en e l  fago P M 1  
(Malpartida y Hopwood,l986); e l  lisógeno obtenido resultó productor, 
apoyando l a  h ipó tes i s  de que e s t e  gen e s  dispensable para l a  
producción de actinorhodina. Para l a  mutagénesis de l a  actIIORF3, 
utilizamos e l  fragmento RsaI/SalI (nucleótidos 2809/3528; figs.23.24) 
para lisogenizar con e l  mismo fago, obteniendo también como resultado 
un fenotipo productor, apoyando l a  hipótesis de l a  dispensabilidad de 
esta ORF para l a  biosíntesis de actinorhodina. 
A s í  pues, l a  actIIORF2 y actIIORF3 parecen dispensables para l a  
producción de actinorhodina. 
. . . . TV.2.1.2.- Be~ión codif-te del reguh&x positivo del 17cluster" 
Z G L  
Los estudios de complementación previos habían localizado l a  mayor 
parte de las mutaciones en regulación descritas (clase actIT) entre l a  
coordenada P s t I  (12) y e l  f i n a l  d e l  gen a_citLU, ( f i g . 7 ,  
pag. 15) (Malpartida y Hopwood, 1986) , es  decir, en e l  extremo derecho de 
l a  región cen t ra l  del  "c lus tern ,  sobre e l  que hemos detectado l a  
actIIORF4. Esto, sugiere que e l  presunto gen regulador positivo del 
sistema & es  e l  especificado por es ta  ORF. La complementación de l a  
cepa S.coelicolor JF1, mutante de l a  clase actII de 3 . 3 ,  por 
e l  fago @A32 (tabla 6, pag. 88) localizó es ta  mutación a l a  izquierda 
de l a  coordenada BamHI (13) (f i g  .7, pag. 15) , confirmando l a  relación 
entre la actIIORF4 y e l  gen regulador del sistema. 
El análisis de la secuencia de la actIIORF4 (fig.24, pag.64), 
permití6 distinguir dos zonas en lo que parece ser el presunto gen 
regulador : una anterior, con un buen uso de codones y un alto 
contenido en G-C, seguida de otra con abundancia de codones poco 
frecuentes en los genes de --ts y un contenido en G-C 
relativamente pobre. Así mismo, la actIIORF4, está flanqueada por dos 
estructuras del tipo wstem-loopw (fig.23, pags.62-63), la más pr6xima 
al extremo mino terminal, con un AG = -44 kcal/mol, es muy rica en A- 
T mientras que la situada junto al carboxilo terminal, con un AG = - 
80 kcal/mol, es muy rica en G-C y parece ser utilizada como sefial de 
parada de transcripción del gen actIrI (Hallam y ~01,1988). La primera 
de estas estructuras, tendría un brazo de 19 pb de longitud y 2 pb en 
el giro (fig.23) y en ella están presentes 2 de los presuntos 17 
sitios de reconocimiento de la enzima Ase1 (ATTAAT) que existen en el 
genoma completo de S.coelicolor, 
Con el fin de determinar si la actIIORF4 está implicada o no en la 
b.iosíntesis de actinorhodina, se procedió a la mutagenesis por 
inserción inactivante utilizando el actinofago PM1 (Malpartida y 
col., 1986). El fragmento elegido para insertar el fago fue el 
PstI (12) /BamHI (13) (fig. 7, pag.15) (coords. 4245-4760, fig. 23, pags. 62- 
63), generando el fago 4AB1. Los lisógenos obtenidos sobre la cepa 
S 3  51501, silvestre para actinorhodina, presentaban, en 
todos los casos, un fenotipo no productor (fig.25). Esto, sugería la 
implicación directa de esta ORE' en la biosíntesis de actinorhodina. 
Fig. 25.- Mutagénesis por inserción de la actIIORF4. 
En cuanto a la secuencia de este gen, existen varios tripletes que 
podrían ser utilizados como sitios de inicio de traducción que se 
situarían entre los nuceótidos 4059 y 4149 (fig.23, pag.62) aunque 
ninguno de ello posea un sitio de unión del ribosoma similar a los 
considerados consenso en StreDtanyaes situado a una distancia 
relativamente próxima (Hopwood y co1.,1986a). 
Ensayos de actividad biológica y de producción en 
La actIIORF4, parece terminar en el nucleótido 4824 (fig.23, 
pag.63) justo en la base de la estructura llstem-loopll que actúa como 
sefial de parada de transcripción del gen actIII (AG = - 80 Kcal/mol) 
(Hallam y co1.,1988) y que podría ser utilizada para el mismo fin en 
ambos casos. 
Es importante senalar que apenas a 9 pb del primer posible inicio 
de traducción hacia el interior de la ORF, aparece un triplete TTA en 
la misma fase de lectura. Por la escasa incidencia que este codón 
tiene en genes de We~tam-, 0.02%-0.04% (tabla 3, pag.8), su 
traducción podría suponer un cuello de botella en la expresión de este 
gen y, consiguientemente, de actinorhodina. 
Para caracterizar de un modo preciso el mensajero que codifica el 
presunto gen regulador del "cluster" m, procedimos al mapeo de S1 de 
alta resolución en el RNA de la cepa silvestre de S..coelicolor M145. 
Para la identificación del extremo 5' del mensajero, utilizamos 
como sonda el fragmento BclI/AvaII (nucleótidos 3957-4214, fig.23, 
pag.62) del plásmido pMF1015, marcando previamente el extremo 5' del 
sitio AvaII (coord.4214, fig.23, pag.62) con T4 polinucleótido kinasa 
con y 9 2 ~ - ~ ~ ~  (aptdo. V.15.11). La hibridación dio como resultado una 
única señal, localizando el inicio de transcripción de este gen, en 
esas condiciones, el nucleótido 4028 (figs.23, pag.62 y 28) situando 
la región promotora entre las coordenadas 3960-4020 (fig.23, pag.62). 
Fig. 28.- I n i c i o  de transcripción del gen 
Sonda + 
mRNR d e l  gsi  
Para la identificación del extremo 3' del mensajero de la 
actIIORF4, utilizamos como sonda el fragmento BamHI/BglII de 302 pb 
del plásmido pMF1015 (equivalente a las posiciones 4760-5057 de la 
fig.23 (pag.63). La posici6n 5057 no aparece en dicha figura, pero no 
es relevante en este caso) marcado previamente en el extremo 3' del 
sitio BamHI con U ~ ~ P - ~ G T P  (aptdo.V.15.11). La hibridación dio como 
resultado una banda única sefialando el sitio de parada del tránscripto 
en el interior de la estructura que sirve de parada para el mensajero 
del gen a-, muy probablemente en el nucleótido 4867 (figs. 23, 
pag.63 y 29). 
Fig. 29. - Parada de transcripción del gen a c t I I O R F 4  
I 
T A  * Parada de transcripcion 
C G  de actllORF4 
t 
actllORF4 
a c t l l l  
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de ac t l l  l 
5' 
La comparación de las secuencias de DNA anteriores al inicio del 
mensajero del gen regulador frente a otras con actividad promotora 
descritas en m v c e s  y otras especies, reveló la presencia de, al 
menos, tres regiones con distintos grados de homología a las 
consideradas consenso en procariotas (Hawley y McClure,1983; Hopwood y 
co1.,1986a). Las presuntas "TATA boAesl' estarían situadas a 6, 8 y 9 
pb del inicio de transcripción, (fig.30). En un intento de comprobar 
si dichas secuencias serían reconocidas por la RNA polimerasa de 
F.coli como en otros casos descritos (Buttner y Brown,1987), 
procedimos a clonar el fragmento de 470 pb hasta el sitio PstI(12) 
(nucleótidos 3879-4245; fig.23, pag.62) en el plásmido para prueba de 
promotores en E.coli pGA46 (Gynheung y Friesen,l979) y a analizar . 
actividad tcr. Dicho fragmento indujo resistencia a tetraciclina 
solamente cuando estaba presente en la misma orientación que en la 
actIIORF4, es decir dede el "stem-loop" rico en A-T hacia el gen, 
sugiriendo que la transcripción de este gen se realiza a través del 
reconocimiento por la RNA polimerasa mayoritaria en 
(Westpheling y co1.,1985). La heterogeneidad de secuencias promotoras 
que presenta el género Streptomyces no nos permite saber, a priori, si 
podrían existir otras secuencias con dicha actividad en esta región. 
La comparación de esta región con promotores descritos en 
Streptomyces, tampoco nos sugiere nada relevante. 
Fig. 30.- Región promotora del gen -. 
TTGTGACGGCAAGCACATTGAAATCTGTTGAGTAGGCCTGTTATTGTCGCCCCC >>» rnRNA 
TTGTGA TATTGT 
TTGAAA TGTTAT 
TTGAGT GTTATT 
Finalmente, el gen m quedaría caracterizado como se muestra 
en la figura 31, pag.72. 
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La presencia de una secuencia tan inusual por su alto contenido en 
A-T pocos nucleótidos antes de la región promotora del gen regulador 
(fig.23, pag.62), llevó a pensar en la posibilidad de que desempeiiara 
algún tipo de papel en el control de la expresión de dicho gen. En una 
primera aproximación a la cuestión, construimos los plásmidos pMF1104 
y pMFllO6 (tabla 6, pag.87), pudiendo comprobar que tenían el mismo 
efecto inductor sobre la producción de actinorhodina que el pMFllOO 
(tabla 6, pag.87), sugiriendo un papel no esencial de esta estructura 
en la expresión del gen actIIORFl (fig.32). Como controles negativos 
utilizamos los plásmidos pMF1107 y pMF1108 (tabla 6, pag.87), 
portadores de tan solo del gen estructural sin la región promotora 
(f ig. 32) . 
. Fig. 32,- Presunta dispensabilidad de la estructura rica en 
A-T sobre la expresión del gen -. 
Una de las posibles explicaciones al hecho de que S.lividm . . no 
produzca actinorhodina, o lo haga en cantidades inapreciables, 
poseyendo la información estructural completa, es la existencia de un 
mecanismo de control distinto al de S.coelicolor. En un intento de 
relacionar ambos fenómenos a través del control sobre el promotor del 
gen actIIORF4, clonamos la región comprendida entre los nucleótidos 
3779-4245 (fig.23, pags. 61-62) en el plásmido para ensayo de 
promotores de Streptomyces pIJ4083 (Westpheling y col., 1989) . 
Comparando dicha construcción (pMF1102) en las S.lividans, cepa TK21, 
y S.coelicolor, cepa JF4, bajo distintas condiciones, comprobamos que 
su expresión en ambas cepas era similar en distintas condiciones : 
este promotor era reprimido por glucosa y estimulado por fosfato. 
iV.2.2.3.- A nivel de traducción. 
Dado que la mutación del gen bldA bloquea simultáneamente la 
esporulación y la biosíntesis de actinorhodina, pensamos que su 
producto génico (el leucin-t-RNA que lee el codón TTA) podría actuar 
en la ruta a nivel de su presunto gen regulador. La presencia de un 
codón TTA en el extremo amino terminal de la actIIORF4, parecía 
soportar la hipótesis de que el control de la expresión del "cluster" 
a& podría ser realizado a nivel de traducción mediante el producto 
del gen Ud&. 
Con esta idea, procedimos a la mutagbnesis dirigida sobre el Único 
codón TTA (leucina, 0.03% de incidencia en -, tabla 3, 
pag.8) del gen actIIORFI, sustituyéndolo por su equivalente TTG 
(leucina, 0.29% de incidencia, tabla 3, pag.8). Una vez obtenido el 
mutante correspondiente, construimos el pldsmido pMFllO5 y procedimos 
al análisis de complementación de la cepa 51507, mutante en el gen 
m. 
La transformación de la cepa S.coelicolor (bldA) 51507 con el 
plAsmido pMF1105, portador del nuevo gen actIIORF4, generó la 
recuperación del fenotipo productor manteniendo el bloqueo de la 
diferenciación morfológica (fig.331. Estos resultads, permitieron 
establecer que : (i) el inicio de traducción del gen actIIORF4 es el 
ATG nucleótido 4059 (fig.23, pag.62), puesto que el codón TTA debe ser 
interno al gen, (ii) que el papel desempefiado por el gen U.cQ en el 
control de la expresión de actinorhodina es a través de la traducción 
del gen y (iii) que el gen de resistencia interno al nclusterw, 
actIIORF2, parece, de nuevo, dispensable, puesto que la cepa 51507 
transformada con el plásmido pMF1105, genera una cepa productora de 
actinorhodina que no traduciría su gen de resistencia al poseer éste 
un codón TTA interno. 
Este Último punto, apoya la idea de que en otro lugar del genoma 
debe de existir otro gen funcionalmente homólogo al -, de 
resistencia, que podria estar expresándose a la vez, o 
alternativamenente al situado en el "clustern. 
Fig.33.- Efecto de la mutagénesis dirigida sobre el codón TTA 
del gen actIIORFI. (detalles en texto) 
La comparación del producto génico del gen actIIORFll con las bases 
de datos no reveló niguna información que sugiriera una posible 
funcionalidad para la proteina que codifica. 
El estudio de la estructura secundaria del presunto producto del 
gen -, reveló la presencia de dos regiones con una posible 
disposión hélice-giro-hélice típica en proteinas de unión a DNA 
(fig.34). El alineamiento de aminoácidos con proteinas de unión a DNA 
reveló la conservación de varios de los aminoácidos esenciales en los 
contactos DNA-proteína. Estos aminoácidos conservados, pertenecen a la 
presunta región que presenta la estructura hélice-giro-hélice de unión 
a DNA (fig. 35, pag. 76) . 
Fíg. 34.- Probable estructura secundaria del gen 
actIIORF1. 
Fig. 35.- Homología del producto del gen 0 con dominios 
de unión a DHA. 
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Datos recientes, muestran la existencia de una importante homología 
entre este gen regulador de la expresión de actinorhodina y otros 
genes reguladores de la biosíntesis de antibióticos no presentes en 
las bases de datos, como daunorubicina (D.Hutchinson, comunicación 
personal), prodigiosina (Narva y Feitelson, 1990) y spiromicina 
(Malpartida, comunicación personal)(fig.36), genes reguladores que, al 
menos en los dos primeros casos, parecen internos a sus respectivos 
"clusters". Esta homología sugiere posibles mecanismos de regulación 
comunes. 
Fig. 36.- Comparación a nivel de aa de varios genes 
reguladores de la expresión de antibióticos.* 
/ i- ., 
. . .  
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* Parámetros : ventana 30; 0 .  
" .  / astringencia 17. Estos parámetros 
suponen la aprición de puntos cuando ....A. 
la homología es del 56.6%. 
(Deveraux y co1.,1984). 
- : .  . . : .  . ' 7 : .  S " . .  
L a  apar ic ión de una colonia de S . l i v i d a ~ l g  productora de 
actinorhodina durante l a  construcción de una genoteca de S . c o u o l o r  
sobre e l  plásmido pIJ486, llevó a l  aislamiento de un fragmento de DNA 
de 20 kb responsable de l a  inducción del sistema en S-l ividans.  
Este fragmento no estaba físicamente l igado a l  "c lus te r"  aci; 
(Malpartida comunicación personal). Posteriores subclonajes, dejaron 
la  región de 20 kb reducida a un fragmento BglII de 4 . 3  kb que fue 
denominado SES. (secondary metabolism activator sequences) . 
1 
1 En e l  laboratorio,  pudimos comprobar mediante Southern que se 
t r a t aba  de una región del  genoma de S.coel icoloy cuya secuencia 
parecía ampliamente conservada en d i s t i n t a s  especies del  género 
Streg&mvces. Estos análisis,  además, confirmaron que estas secuencias 
no presentaban homología a nivel de Southern con o t ras  descri tas en 
otros laboratorios (&S, Horinouchi y col., 1983) como activadores del 
metabolismo secundario. 
Con el f i n  de caracter izar  l a s  secuencias responsables de l a  
activación, se subclonaron dis t in tas  regiones del fragmento original 
(pIJ2343, Malpartida, comunicación personal),  llegando finalmente a 
localizar  en un fragmento PstI  de 2.7 kb l a s  secuencias responsables 
de l a  activación, procediendo a secuenciarlas. 
La es t ra tegia  de secuenciación de es te  fragmento P s t I  inductor de 
actinorhodina en S.lividans, se muestra en l a  figura 37 y l a  secuencia 
de nucleótidos en l a  figura 38 (pags.78-81). 
I Fig. 37.- Estrategia de secuenciación de la regi6n n. 
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Un primer análisis de la secuencia basado en el uso de codones 
(fig. 39, pag. al), reveló la presencia de dos posibles ORF 'S a la 
izquierda, otras dos ORF's centrales, de transcripción divergente a 
'las anteriores, que denominamos smasORFl y smasORF2, y el inicio de 
otra, al final del fragmento (smasORF3), que parece transcribirse en 
la misma dirección que las centrales. 
Un análisis más preciso de la secuencia (fig.38, pags.78-81), 
reveló dos posibles inicios de traducción en la smasORFl : un GTG en 
la posición 962 y un GTG en la posición 1055. En ambos casos, iban 
precedidos de un potencial sitio de unión al ribosoma de acuerdo con 
otros descritos para genes de Strentomvces (Hopwood y co1.,1986a), 
posiciones 951-957 y 1037-1042. La smasORF1 terminaría en un TGA 
(nuclebtido 1538) . 
Tras una región no codificante de 133 pb, comenzaría la smasORF2 
con un GTG (nucleótido 1671) y, aparentemente, sin un sitio de unión 
del ribosoma similar a otros descritos (Hopwood y co1.,1986a). Esta 
ORF terminaría en un TGA (nucleótido 2112). 
La smasORF3, comenzaría con un ATG (nucleótido 2773) e iría 
precedido de un sitio de unión al ribosoma de acuerdo con los 
consenso. 
Fig. 38 .- Secuencia de nucleótidos de l a  región cmas de 
acción pleiotrópica sobre e l  "cluster" act. 
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Fig. 39,- Análisis de fases de lectura de l a  región m. 
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1v.3-1. - Funcionalidad de las secuencias smas. 
Para averiguar si e l  mecanismo de activación del "cluster" por 
acción de l a s  secuencias smas pudiera ser  alternativo a l  utilizado por 
e l  gen regulador endógeno, 4~kLKBE44r procedimos a l  a n á l i s i s  de 
complementación de una s e r i e  de mutantes de l a  c l a se  a c t 1 L  
(S .  coe'CP;CQL1 -1, 343, B44 y B58), con e l  plásmido pIJ2343. Ningún 
mutante presentó fenotipo productor a l  ser  transformado, por l o  que e l  
mecanismo de activación del 'lcluster'l act por l a s  secuencias smas. no 
era  simplemente por un incremento en l a  dosis génica, como ocurría en 
e l  caso de W O F V 4 .  
Seguidamente, basándonos en los  datos de secuencia, procedimos a 
t r a t a r  de ident i f icar  l a  ORF/ORF's implicada/s en l a  regulación de l a  
expresión del sistema de entre l a s  cuatro posibles. Para el lo,  l a  
región inductora de l a  producción de actinorhodina en S.Lividans fue 
acotada en un primer paso entre  l a s  posiciones 620-2665 (fig.38, 
pags78-811, plásmido pME'120, y posteriormente entre  las posiciones 
620-2250, plásmidos pMF124.1 y 124.2 (tabla 6, pag. 87) {fig. 40) . Estas 
construcciones sugerían como presuntas responsables d i rectas  de l a  
inducción, a l a s  ORF's smasORFl y ~masORF2. 
Fig. 40.- Subclonaje parcial de la región g l l g ~  
Pstf Pvull Apal 
~l que lo s  plásmidos ~ 1 4 ~ 1 1 6  y pME'117 (tabla 6, pag.87) (fig.40) no 
afectaran a l a  producción del  ant ib iót ico  sugería l a  necesidad del  
producto génico de l a  smasORFl para l a  inducción de l a  expresión del 
"cluster", aunque este dato parece ser  contradictorio con e l  hecho de 
que e l  plásmido pMF128 ( tab la  6, pag. 87) ( f i g .  40), portador de la  
smasORF2 aislada,  s í  l o  h ic iera .  Los únicos t r e s  clones posit ivos 
obtenidos de e s t a  ORF, tenían e l  fragmento orientado en sentido 
contrario a l a  señal de terminación de l a  transcripción del  vector 
pIJ486 (pMF128. coords. 1519/2250, f ig .38,  pags.79-81). La 
retransformación de S.1ividan.s . . con e l  plásmido pMF128 generaba una 
gran heterogeneidad de colonias, tanto a nivel morfológico como de 
producción de actinorhodina, sugiriendo la pérdida de los mecanismos 
de control de la expresión de esta región. Esto, sefialaba como 
responsable de la activación del llclusterll aS en S.livi&~&~ a la 
smasORF2 y hacia la ausencia de actividad promotora o sistemas de 
control para su expresión entre esas coordenadas. 
En un intento de caracterizar a nivel de transcripción el sistema 
SJELS, procedimos a su mapeo de S1 de alta resolución 
Para la identificación del inicio de transcripción de la smasORF1 
utilizamos como sonda el fragmento BglII/NotI del plásmido pMF108.3 
(equivalente a las posiciones 620/1122, fig.38; pags.79-81) marcado en 
el extremo 5' del sitio NotI con Y 2 P d ~ ~ p  y polinucleótido Kinasa. El 
RNA utilizado en la hibridación procedía de un cultivo crecido en 
medio SY hasta alcanzar una coloración azul muy intensa. El resultado 
. de la hibridación, nos sefialó un inicio de transcripción mayoritario 
en el nucleótido 909 y otro, menos utilizado pero destacable, en el 
907 (figs.38,41). 
Fig. 41.- Inicio de transcripción de la smasORF1. 
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Los experimentos de mapeo de S1 de alta resolución para tratar de 
identificar el posible inicio de transcripción del gen smasORFa se 
llevaron a cabo utilizando como sonda el fragmento de 251 pb NaeI/XmaI 
del plásmido pMF108.4 (equivalente a las posiciones 1489/1741, fig.38, 
pags.79-81) marcado en el extremo 5' del sitio XmaI con g 2 p d ~ ~ p .  El 
resultado de la hibridación con el mismo RNA utilizado en el 
experimento anterior reveló que toda la sonda era protegida por el 
+ 
RNA, sugiriendo un mRNA policistrónico para ambos genes. 
~l mRNA policistrónico que codifica las secuencias m, estaría 
controlado, al menos, por un posible promotor muy similar a los 
descritos como consenso en procariotas (Hawley y McClure,1983) y a 
otros descritos en (Hopwood y col., 1986a) (f ig. 42), 
aunque la heterogeneidad de secuencias promotoras en S L r e D t m  no 
nos permita descartar otras posibilidades. La presencia en la presunta 
región -35 de una secuencia que podría formar una estructura similar a 
la presentada por algunos operadores bacterianos (Klock y ~01.~1985) 
(fig.42), podría sugerir la existencia de otras señales.implicadas en 
el control de la expresión de este gen, abriendo la posibilidad de la 
existencia de un nuevo escalón en la presunta cascada de señales 
reguladoras que conduce a la producción de metabolitos secundarios en 
StreDtomvces. 
Fig.42.- Posible región promotora de las  secuencias -. 
a) secuencias consenso para procariotas (Hawley y 
McClure, 1983) 
b) secuencias consenso para promotores de 
reconocidos por la RNA polimerasa mayoritaria. (Hopwood y 
col., 1986a) 
IV.3.2.2.- fi nivel funcional. 
Para tratar de aclarar qué ORF estaba implicada realmente en la 
inducción del sistema, procedimos a la disrupción génica por 
inserción, en la cepa S.coe1iuUx 51501, del fago PM1 (Malpartida y 
Hopwood,l986) portando un fragmento interno a los presuntos productos 
génicos. Este experimento, estaba especialmente dificultado por el 
pequeño tamaño de las ORF's (579 pb la smasORFl y 444 pb para la 
smasORF2] que genera problemas en la lisogenia. Los fragmentos 
utilizados en la mutagénesis fueron el BglII/HincII del plásmido 
pMF108.4 (equivalente a las posiciones 1055/1448, fig.38, pags.79-81) 
para la primera ORF y el SacII/DdeI del plásmido pMF108.5 
(equivalentes a las posiciones 1636/2111). En ambos casos utilizamos 
el fago PM1 (Malpartida y co1.,1986). 
Solamente encontramos un lisógeno estable y morfolbgicamente normal 
para la smasORF1, pero al analizarlo mediante Southernencontramos que, 
a pesar de portar aparentemente el fragmento deseado, la insercián en 
el cromosoma se habia realizado a través de la secuencia de inserci6n 
ISllO (Bruton y Chater,1987) respondiendo a un fenómeno que ocurre con 
cierta frecuencia en la manipulaci6n de derivados att- del fago S31 
(Chater y co1.,1985b). El fenotipo de este lisógeno era, lógicamente, 
salvaje para actinorhodina. 
Del intento de disrupción génica del gen smasORFa obtuvimos una 
población de aproximadamente un 50% de lisógenos productores y no 
productores. El análisis de representantes de ambas poblaciones 
mediante Southern, reveló que la recombinación se había realizado a 
través de la ISllO en los lisógenos productores y a través del 
fragmento interno a la smasORF2 en los no productores. 
El análisis del fenotipo de los lisógenos no productores en la 
smasORF2, reveló que la inserción inactivante, además de bloquear la 
biosíntesis de actinorhodina, generaba la pérdida de la capacidad de 
producir prodigiosina y CDA, sin tener datos aún sobre la producción 
de metilenomicina (fig.43). 
Fig. 43. - Papel de la región en la producción de 
actinorhodina y prodigiosina en S .  COUCO~QL 
De los resultados anteriores, podemos deducir que, al menos, la 
smasORF2 parece estar directamente implicada en la regulación de 3 
metabolitos secundarios en S.coelicolor. Esto, sitúa a este sistema 
génico en un paso anterior al representado por los genes o 
de antibióticos. Aunque aún no hay datos para aventurar una hipótesis 
sobre el mecanismo de activación, la función del sistema génico 
representado en el parece ser clave en la encrucijada hacia el 
metabolismo secundario. 
La mutag4nesis por inserción de la smasORE'3, se realizó tratando de 
buscar un efecto fenotípico que pudiera, en el caso de su 
identificación, conducirnos a la localización en el cromosoma de 
S.coelicolor de la región objeto de este estudio. El fragmento 
utilizado fue el BglII de 364 pb del plásmido pMF108.11, equivalente a 
las posiciones 2300/2665 (fig.38, pags.79-81. Los lisógenos obtenidos 
eran productores y no revelaron auxotrofía alguna. 
l Tabla 6.- Tabla de clones construidos para este trabajo 
pMF110 8 11 3959-4943 23,32 
(A3967-4023) 
* Este plásnido es aria p 1 0 1 3  pero con el codbn Til (m&. 40n, fig.23) 
mutageniza& a ItTG. 
# La 033- 5057 (SalI) m aparece en la figura 23, pero no es relevante, sal.vo 
m &o de ciOMCi6n. al ser irrterm al gen a-11 
(PAB1 fragriento 517@ 
mrds. PstI (12) / BaanHI (13). 7,23 PML 
coords. 4245/4760 
-10 -9, inserto en orientación 
immtida 
# La ooardenach 5057 (-1) no aparear en la figura 23, pero m es relevante, salvo 
~ d o d e c i ~ ó n ,  alserintermaigenad3,U 
* Este plásmido e s  como pMF1013 pero con e l  
mutagenizado en TTG 
codón TTA (coord. 543, f ig.  24)  
# La ~~ 5057 (-1) no aparece en la figura 23, pero m es relevante, salvo 
onu> medio de donación, ai ser int- al gen 
V.- DISCUSION 
EX estudio de la secuencia de la región de expresión temprana y 
media del l*cluster" a&, ha puesto de manifiesto la presencia de 9 
ORF'S completas y una incompleta (que podría estar situada fuera de 
los límites del ncluster"), así como su probable organización 
transcripcional y las funciones de algunos de los productos génicos 
codificados por esta región. 
Datos anteriores y evidencias aportadas por este trabajo, parecen 
demostrar que las 6 primeras ORF's están codificadas por un mismo 
mensajero policistrónico, y que sus productos génicos están implicados 
en las primeras etapas de la ruta. La transcripción de este mensajero 
estaría, probablemente, relacionada de un modo estrecho con la 
transcripción, divergente, del gen actIII. Dicha relación, se podría 
establecer a trav6s de la acción de sefíales de control comunes sobre 
sus respectivos promotores (fig.19, pag.52). 
Por su parte, las actORF's 7 y 8 podrían situarse sobre un mismo 
mensajero, de expresión intermedia y convergente al anterior, cuya 
región promotora estaría estrechamente relacionada con la del 
mensajero codificante de la actORF9, de transcripción divergente a su 
vez. 
l 
Esta disposición de fases de lectura y tránscriptos probables 
(fig.19, pag.52), supondría la presencia de tan solo cuatro mensajeros 
con dos regiones intercistrónicas. La posible existencia de señales de 
regulación comunes para promotores divergentes, colocaría los 
presuntos 10 genes de esta región bajo el control de dos señales de 
este tipo (o tan sólo una, si son similares y es el mismo tipo de 
promotor). Esto, implicaría la necesidad de un reducido número de 
señales y, por tanto su fácil centralización en pocos genes, para 
controlar la expresión de los genes implicados en las primeras etapas 
de la ruta biosintética de actinorhodina. 
Tras el establecimiento de la probable organización física de la 
región derecha del "cluster" U, realizamos una serie de estudios 
comparativos con los presuntos productos génicos de las ORF's de 
acción temprana mencionadas. Estos estudios, revelaron que las tres 
primeras ORF's poseían una alta homología con subunidades (en el caso 
de complejos multienzimáticos) o regiones (en el caso de proteínas 
multifuncionales) encargadas de la biosíntesis de ácidos grasos en 
distintos sistemas, sugiriendo un mecanismo de catálisis similar. 
La sintetasa de actinorhodina parece ser, pues, el resultado de la 
interacción de varios productos de genes físicamente independientes, 
lo que, unido a la elevada homología estructural y funcional con las 
sintetasas de ácidos grasos, la asociaría, a nivel organizativo, con 
una FAS de tipo 11, característica de procariotas (McCarthy y 
Hardie, 1984; Wakil, 1986) . 
~l aparente acoplamiento traduccional, observado previamente en 
muchos operones bacterianos (Zalkin y Ebbole,1988), que presentan 
algunas de las ORF's del policistrón de acción temprana del "cluster" 
&, supondría la obtención equimolar de los productos génicos 
acoplados, ORF's 1/2 y 3/4/5 (si asumimos que no existen diferencias 
en los niveles de traducción). Esta disposicion, podría estar 
implicada de una manera esencial en la programación del ensamblaje de 
las distintas subunidades para lograr una correcta estructura final 
del complejo "sintetasa de actinorhodina" . 
l Los datos sobre homologías y el presunto acoplamiento traduccional 
de las actIORFl y actIORF2 parece sugerir que, muy posiblemente, estas 
ORF's están implicadas en la formación de un heterodímero, responsable 
de la condensación de los residuos de malonilCoA durante la elongación 
de la cadena de poli-cetos. 
La ausencia en el producto génico de la actIORF2 de un residuo 
cisteína que pudiera ejercer como sitio de anclaje de las unidades a 
. condensar, elimina virtualmente la posibilidad de que esta proteína 
pueda constituir una segunda enzima condensante, como ocurre en FLm13, 
(Jackowski y Rock,1987). Si la función de esta enzima está, como 
parece, directamente implicada en la condensación de residuos de 
malonilcoA, pero no puede interaccionar con ellos directamente, quizás 
su función esté relacionada con el mantenimiento de la estructura 
necesaria para la correcta interacción entre la enzima condensante, 
actIORF1, y el resto de las subunidades del complejo, generando el 
entorno tridimensional adecuado que permite la interacción de los 
residuos a condensar con la cisteína del centro activo de la actIORF1. 
El descubrimiento de nuevos sistemas similares, sintetasas de 
poliquétidos y de sintetasas de ácidos grasos, y la profundización en 
los que ya conocemos, nos permitirán, en un futuro, identificar el 
papel de la actIORF2 y sus equivalentes en los sistemas descritos 
(granaticina,Sherman y co1.,1989; tetracenomicina, Bibb y ~01.~1989; 
whiE, Chater, comunicación personal), en el programa de la biosíntesis 
de la cadena del poli-ceto. 
En el análisis de los datos obtenidos a lo largo del mensajero 
policistrónico de acción temprana, identificamos a continuación una 
ORF, actIORF3, que codificaba una pequefia proteína de aproximadamente 
9 kD. La asociación del producto de esta ORF con una proteína 
transportadora de acilos, proteína presente en todos los sistemas de 
síntesis de ácidos grasos conocidos con una sola excepción (Schüz y 
~01.~1983)~ aporta nuevas evidencias sobre la semejanza entre las 
primeras etapas de la biosíntesis de poliquétidos en aeptomyces y la 
síntesis de ácidos grasos. La función asignada a la presunta ACP del 
sistema sintetasa de actinorhodina, es la de ligar los unidades 
básicas de la elongación (mediante el brazo de fosfopanteteína anclado 
en el residuo serina de su centro activo) y presentarlos, para su 
condensación, a la actIORF1, presunta enzima condensante. 
La presencia casi universal de ACP's en las sintetasas de los 
poliquétidos descritos, sugiere la incapacidad de estos sistemas, a 
pesar de su semejanza, para utilizar las proteínas transportadoras de 
acilos del metabolismo primario (de la ácido graso sintetasa), a la 
vez que permite especular con la existencia de una posible relación 
evolutiva. Estas sugerencias, vienen apoyadas por la sensiblemente 
mayor homología que presentan las ACP's de sintetasas de poliquétidos 
entre sí que con las sintetasas de ácidos grasos, y viceversa. Así, la 
ACP de la sintetasa de ácidos grasos de E.coU será máshomóloga a su 
equivalente en las espinacas que a la ACP de la sintetasa de 
actinorhodina o granaticina, muy semejantes entre sí. 
Continuando en esta línea de trabajo, los estudios realizados sobre 
la actORF4 no han permitido identificar claramente la función de su 
producto génico, aunque datos indirectos de complementación nos llevan 
a pensar que forma parte del complejoactinorhodina sintetasa. Su 
aparente acoplamiento traduccional con l a  ACP y l a  complementación de 
mutantes de l a  clase actVIL (mutación asociada a l a  ausencia de 
cicfación en l a  cadena carbonada que se considera función de l a  
sintetasa) nos lleva a sugerir l a  posibilidad de que l a  actORF4 esté 
involucrada en l a  deshidratación y ciclación de l a  cadena del poli- 
ceto, ya formada, para generar e l  ani l lo  de l a  isochromoquinona, 
estructura básica del monómero que dará lugar a l a  actinorhodina 
(fig, 5, pag. 12) . 
L a  presunta pertenencia de l a s  6 primeras actIORFOs a un mismo 
mensajero policistrónico,.el probable acoplamiento traduccional de las 
. actIORFl/2 y act10~3/actORF4/5 y l a  aparente pertenencia de l a s  
cuatro primeras a l  complejo sintetasa de actinorhodina nos puede 
llevar a pensar en este complejo enzimático como en e l  resultado de l a  
- interacción de los productos génicos de las  actIORF1,2,3,4,5 y 6, con 
e l  que, a su vez, interaccionaría e l  producto génico, ya descrito, del 
gen actIII. 
S i  asumimos como posible que las  repeticiones directas comentadas 
anteriormente marcan de alguna manera e l  f ina l  de l a  región de 
expresión temprana y media del "cluster"  m, quedarían por 
iden t i f i ca r  l o s  mutantes de l a s  clases actIV (asociado a una 
reducción) y a c t V h  (asociado a una oxidación), localizados previamente 
en esa zona (fig.7, pag.15) (Malpartida y Hopwood,l986). Así mismo, 
f a l t a  por asignar una posible función a las  ORF's actORF 5,6,7,8 y 9 
(fig.19, pag. 52) . 
A juzgar por la probable organización transcripcional de l a  región, 
parece aceptable asociar l a  mutación de l a  clase I V  con l a  actORF5 y/o 
6 y l a  mutación de l a  clase Vb con las  actORF7 y/o 8. Creemos que l a  
actORF9 codifica un gen sin función asignada. Sin embargo, no hay que 
olvidar  que han de e x i s t i r  actividades enzimáticas aún s in  
identificar, que probablemente intervengan en las etapas intermedias 
de l a  ruta  y cuyos precursores aún no han sido caracterizados "in 
vivo" . 
La comparación de l a  sintetasa de actinorhodina con las  sintetasas 
de otros poliquétidos descritos recientemente, ha revelado, como ya 
hemos visto, una a l t a  homología a nivel de secuencia de DNA, de aa y 
de presuntas funciones (Sherman y col. ,1989; Bibb y col., 1989; 
Malpartida, comunicación personal) .  Además, muestran patrones 
conservados en l a  disposición física de los genes que dan lugar a las  
distintas subunidades (fig.44, pag.92). Desde una perspectiva global, 
parece e x i s t i r  una c ier ta  universalidad en l a  organización de l a s  
sintetasas de poliquétidos, no sabemos s i  apuntando hacia una posible 
dispersión horizontal del complejo enzimático o una evolución similar 
a pa r t i r  de un ancestro común, quizás l a  sintetasa de ácidos grasos 
del metabolismo primario. 
Tabla 7,-Naturaleza quimica de distintos antibióticos producidos por 
Dihi-tina S. violacasnker 8 acetatos 
Ekemlicina S . m f u l v u s  9 acetatos 
Tetradcina S .qlaucescens 10 acetatos 
1 acetato + 
5 propimatos 
1 acetatot 
6 propimtos 
5 acetatos + 
7 propimtos + 
1 butirato 
La elevada homología que presentan enzimas equivalentes de 
distintas sintetasas de poliquétidos abre atractivas posibilidades de 
intercambio de subunidades procedentes de sistemas diferentes. La 
sustitución de distintas ORF's de un sistema, por sus homólogas de 
otros nos permitirá : (a) ver si el complejo resultante, si se forma, 
es funcional, (b) ver cuál es el producto inmediato de la reacción que 
catalice, lo que permitirá (c) identificar qué subunidades son las 
responsables de muchas características específicas de algunos 
poliquétidos, quién determina el número de subunidades a condensar, en 
qué momentos se realizan las distintas reducciones, deshidrataciones, 
etc, (d) ver si ese producto final de la catálisis de una enzima 
híbrida, es susceptible de ser reconocido y modificado por las enzimas 
posteriores de la ruta, lo que generará, entre otras cosas, (e) la 
posibilidad de obtener un producto final de la ruta híbrido entre los 
parentales. 
El abanico de posibilidades que abre el investigar no sólo las 
sintetasas de poliquétidos, sino las rutas completas, es muy amplio. 
Conocer en profundidad las distintas rutas de biosíntesis de 
poliquétidos será uno de los primeros pasos para manipularlas. 
Combinar enzimas de rutas diferentes en la búsqueda dirigida de la 
molécula final, abriría la posibilidad de diseñar sobre el papel 
nuevos antibióticos. 
En el camino hacia el desciframiento del papel de las ORF's sin 
función asignada, creemos que la localización exacta de las mutaciones 
de las distintas clases mL nos dirá qué ORF's están implicadas en el 
procesamiento de los metabolitos acumulados y, consiguientemente, el 
tipo de proceso catali zado. 
La presencia de una serie de largas repeticiones directas a 
continuación de la actORF9 (figs. 9,19; pags. 44,52), es decir, un poco 
más alejadas de la zona donde se localizan físicamente las últimas 
mutaciones en esta región, nos induce a pensar que puedan estar 
relacionadas de alguna manera con uno de los límites del "clusterw 
-.  AS^ mismo, la homología que estas secuencias poseen con 
secuencias similares implicadas en fenómenos de reorganización génica, 
nos hace plantearnos la posibilidad de su posible relación con la 
dispersión de los sistemas biosintéticos de poliquétidos. Si esto 
fuera así, los mecanismos utilizados podrían ser del tipo 
transposici6n (en cuyo caso podría ser interesante la búsqueda de 
secuencias repetidas en el otro extremo del o quizás 
podrían constituir una región "caliente" para la transmisión de 
material genético por conjugación. 
V.2.- AL "CLUSTER". 
El análisis de la región central del "cluster", relacionada 
anteriormente con la regulación del sistema, ha revelado la existencia 
de tres presuntos genes (fig-24, pag.64). El situado a la izquierda 
(según fig.7, pag.15) (actIIORF2) está probablemente implicado en el 
mecanismo de resistencia a actinorhodina, otro central (actIIORF3) con 
función aún desconocida y finalmente un tercer gen (actIIORF4) que 
podria ser el gen regulador propiamente dicho. Las dos primeras ORF's, 
actfIORF2 y 3, parecen dispensables para la producción de 
actinorhodina . 
La producción de actinorhodina en 2 ~ ~ ~ u . s  (especie no productora 
y sensible al antibiótico) cuando es transformada con el plásmido 
pIJ2303 sugirió, entre otras cosas, la presencia en el interior del 
"cluster11 dela información necesaria para inducir la resistencia al 
antibiótico. La elevada homología de la actIIORF2 con genes de 
resistencia a tetraciclina parece asociar este gen con la resistencia 
a actinorhodina y sugerir un sistema de resistencia similar, 
probablemente como respuesta a un mecanismo de acción parecido. Su 
aparente dispensabilidad en las cepas de S.coelicolor 51501 y B385, 
podría sugerir la existencia de algún otro gen, funcionalmente 
homólogo, que supliera el defectogenerado por su inactivación. 
LO que parece fuera de toda duda, es que la célula ha de ser 
resistente a un antibiótico cuando lo produzca, por lo que la 
expresión de los genes de resistencia ha de estar estrechamente 
relacionada con la de los genes estructurales de las rutas de 
biosíntesis. La riqueza de productos metabólicos que poseen los 
Stre~tomvces y la existencia de puntos oscuros sobre la producción de 
antibióticos, hacen posible que las cepas B385 y 51501 de 
S.coelicolor, pudieran producir otros poliquétidos aún sin 
identificar. Es más, la elevada homología a nivel de secuencia y de 
organización física del sistema wkiE, en 3 2 2 ,  con los 
sistemas biosintéticos de los poliquétidos granaticina, 
tetracenomicina y actinorhodina (K.Chater, comunicación personal) 
(fig.44, pag.92), sugiere la probable implicación de este sistema en 
la producción de un nuevo poliquétido. Todo ello, unido a la alta 
homología existente entre los genes implicados en la biosíntesis de 
poliquétidos (y que podría extenderse a los mecanismos de acción de 
estos antibióticos y, probablemente, a los mecanismos de resistencia), 
puede hacer pensar que la resistencia a actinorhodina en los casos en 
que la actIIORF2 está inutilizada, provenga de algún sistema de 
resistencia a otro/s poliquétidos relacionado/s. Además, el 
desconocimiento de los  mecanismos de acción de los otros antibióticos 
descri tos en l a s  cepas S . C ~ ~ ~ ~ C . O ~ O L  no nos permite, a pesar de sus 
diferencias a nivel molecular (fig.3, pag.9), descartar l a  posibilidad 
de mecanismos de resistencia que puedan ser  utilizados con más de uno 
de e l los .  S i  eso ocurriera, e l  defecto del gen actIIORF2 podria ser  
suplido por e l  de otro gen de resistencia a alguno de los antibióticos 
no poliquétidos descritos. 
O t r a  posibilidad que podría explicar l a  aparente dispensabilidad 
del  gen actLtORF2, se r í a  l a  presencia en l a  célula de varios genes 
implicados en l a  res is tencia  a actinorhodina como se ha descri to en 
o t ros  sistemas. La aparición de mutaciones puntuales espontáneas 
supondría, s i  afectaran a un único gen de res is tencia ,  l a  muerte 
ce lular ,  por l o  que l a  disponibilidad de más de un mecanismo de 
r e s i s t enc i a  s e r í a  un sistema de protección adicional  (Ohnuki y 
col., 1985a; Tohyama y col., 1987; Birmigham y col., en prensa) . 
Pero, s i n  duda, una de l a s  especulaciones más atract ivas sobre l a  
dispensabil idad del  gen de res is tencia ,  s e r í a  l a  implicación de 
productos de genes bifuncionales (internos o no a l  "cluster").  Estos 
genes, cuya expresión se r ía  Vgicamente anterior en e l  tiempo a l a  de 
l o s  genes biosintét icos,  estarían implicados en (i) proporcionar l a  
res i s tenc ia  requerida, asegurando é s t a  antes de que aparezcan l a s  
primeras moléculas con actividad antibiótica, y en (ii) l a  regulación 
de l a  expresión de uno o m6s "clusters" de antibióticos, con l o  que l a  
inact ivación de alguno de e l l o s  supondría bien l a  pérdida de 
producción del antibiótico s i  fa l tara  una señal reguladora crucial, o 
bien no tendría efecto fenotípico s i  su función pudiera se r  suplida 
por o t ro  gen. En e l  caso concreto del herbicida Bialaphos, existen 
evidencias sobre l a  implicación del producto del gen de resistencia en 
l a  c a t á l i s i s  de uno de l o s  pasos, quizás limitantes, de su ru ta  de 
biosíntesis  (Murakami y ~ 0 1 . ~ 1 9 8 6 ) .  La mutación de esta/s  señal/es no 
supondría l a  muerte para l a  célula, sino l a  pérdida de producción del 
antibiótico. 
La expresión del gen z t I I O R F 7 ,  presunto gen de res is tencia ,  
podría ser regulada a nivel de traducción a través de l a  lec tura  del 
codón TTA que parece contener. Esta posibil idad,  colocar ía  a l  
mecanismo de resistencia a actinorhodina bajo e l  control directo del 
gen m, apoyando l a  posible implicación del gen de resistencia en l a  
regulación de l a  expresión del  "cluster" como ocurre en algunos 
sistemas (Chater y Bruton,l985a). Del mismo modo, l a  utilización del 
codón AAT, aproximadamente 6 veces más que l a  media de 6 3  genes 
secuenciados (tabla 8, pag.96), podría sugerir otro cuello de botella 
en l a  l ec tu ra  de e s t e  gen. De e s t a  manera, l a  expresión de l a  
resistencia a actinorhodina es tar ía  bajo e l  control de señales ajenas 
a l  "cluster". E l  disparo de los  genes estructurales de l a  ruta podría 
venir determinado por e l  producto del propio gen de resistencia o por 
l a  acción de genes reguladores controlados, incluso, por l a  misma 
señal que hace expresar l a  res is tencia ,  generando l a  expresión de 
ambos grupos de genes simultáneamente. Dicha señal podría actuar sobre 
l a s  regiones intercistrónicas del "cluster". 
Tabla 8.-Caaparación de los usos & codones de actIIORF2 y 63 genes de 
StrePtCmvCeC. * 
F TTT - 1.4 S TCT - 1.6 Y TAT- 4.6 C !KT - 12.9 
F Tn= 100 98.6 S TCC 56.2 56.7 Y TAC100 95.4 C TGC 100 87.1 .. - '  
L m 1.2 0.22 S TCA 6.2 4 * TAA - 3.1 * TGA 100 81 
L Tn; 1.2 2.8 S TCG 37.5 37.7 * TAG - 15.9 W TGG 100 100 
L CTT 1.2 2.4 P CCT - 3.2 H CAT - 6.4 R CGT 6.9 6.8 
L CTC 36.1 38.6 P CCC 50 43.1 H CAC100 93.6R CGC 44.8 49.7 
L CTA - 0.33 P CCA - 1.3 Q CAA 11.7 6.7 R CGA 3.5 4.2 
L CTG 60.2 55.6 P CCG 50 52.4 Q CAG88.3 93.3R CGG 44.8 39.3 
- 
I ATT 4.3 4.3 T ACT - 2.1 N AAT 25 4.2 S AGT 16.6 9 
1 ATC 95.6 92.7 T ACC56.2 66.2 N AAC 75 95.8s AGC 83.4 91 
1 ATA - 3 T ACA - 2.2 K AAA - 4.9 R AGA - 18.2 
M ATG 100 100 T ACG43.8 29.5 K AAG 100 95.1R AGG 100 81.8 
- -  - - - 
V GTT 3.5 3.4 A GCT - 2.9 D GAT - 4.2 G GGT 5.6 8 
V GTC 52.6 55.6 A GCC 52.9 59.4 D GAC 100 95.8G GGC 60.5 64 
V GTA - 2 A GCA 3.5 4.1 E GAA 31.818.6G GGA 14 9.3 
V GTG 43.8 39 A GCG 43.5 33.6 E GAG 68.2 81.4 G GGG 19.7 18.7 
* iáp- columia se refiere al gen ZGLEEE~ y la segun& al total de 63 genes. 
Los datos h a m  referencia al parcentaje con que un a .  es codificado por e l  codEBi 
sSalacb, en funcib de las veces que aparear ese aa. Ej : TiT (F) codifica 8 de 
las 568 fenilalanírs totales (tabla 3), es decir el 1.4%. 
La referencia utilizada es la tabla 3 de la intrcducci6n, pg. 8. 
En c u a n t o  a l a  p o s i b l e  f u n c i ó n  del gen  ac t I IORF3,  c o n t i g u o  a l  
p r e s u n t o  g e n  de r e s i s t e n c i a ,  permanece aún  o s c u r a ,  aunque r e s u l t a  
i n t e r e s a n t e  e l  p r o b a b l e  acoplamiento  t r a d u c c i o n a l  e n t r e  s u  p r e s u n t o  
p r o d u c t o  g é n i c o  y e l  del  p r e s u n t o  g e n  de r e s i s t e n c i a .  Es te -  
acop lamien to  t r a d u c c i o n a l  no sólo es i n t e r e s a n t e  p o r  sí m i s m o ,  s i n o  
p o r  e l  modo e n  que  se r e a l i z a ,  TGBTCA. Con esta d i s p o s i c i ó n ,  p a r e c e  
como si l a  c é l u l a  q u i s i e r a  a s e g u r a r s e  de que l a  proporc ión  (producto  
gen de r e s i s t e n c i a / p r o d u c t o  del gen actIfORF3) nunca f u e r a  mayor que 
1. La posibilidad de que  e l  p r o d u c t o  del gen  de r e s i s t e n c i a  esté, 
además, i n v o l u c r a d o  e n  mecanismos de r e g u l a c i ó n  p o d r í a  p e r m i t i r n o s  
e s p e c u l a r  sobre l a  f u n c i ó n  del p roduc to  g é n i c o  de la  actIIORF3. S i n  
embargo, hemos de recordar que  aún  se  man t i enen  s i n  i d e n t i f i c a r  
actividades enz imá t i ca s  que han de  estar p r e s e n t e s  e n  a lgún  l u g a r  del 
" c l u s t e r "  f f i g . 5 ,  pag .12 ) .  E l  u s o  de codones de este gen  ( t a b l a  9, 
pag.97) es comparable con e l  u t i l i z a d o  p o r  l a  mayoría de los  genes del 
género, p o r  l o  que el  c o n t r o l  de su e x p r e s i ó n  no p a r e c e  r e a l i z a r s e  a 
este n i v e l ,  Los  d a t o s  de S 1  a n t e r i o r e s  ( M a l p a r t i d a ,  comunicac ión  
p e r s o n a l )  p a r e c e n  s i t u a r  a l a  actIIORF3 s o b r e  e l  mismo mensa jero  que 
e l  p r e s u n t o  g e n  de r e s i s t e n c i a ,  c o n  l o  q u e  e l  c o n t r o l  de l a  
t r a n s c r i p c i b n  de ambos genes seria común. 
Tabla 9.-Canparación de los usos  de codones de actIIORF3 y 63 genes  de 
StrePtamvces- * 
F TTT - 1.4 S TCT 6.4 1.6 Y TAT 22.2 4.6 C TGT - 12.9 
F TIiC 100 98.6 S TCC 45.2 56.7 Y TAC 77.8 95.4 C TGC 100 87.1 
L TTA - 0.22 S TCA 3.2 4 * TAA 100 3.1 * TGA - 81 
L !M'G 3 2.8 S TCG 45.2 37.7 * TAG - 15.9 W TGG 100 100 
L CTT - 2.4 P CCT 2.7 3.2 H CAT - 6.4 R CGT 7.5 6.8 
L CrC 39.4 38.6 P CCC 29.7 43.1 H CAC 100 93.6 R CGC 35 49.7 
L CTA - 0.33 P CCA 10.8 1.3 Q CAA - 6.7 R CGA 5 4.2 
L CTG 57.6 55.6 P CCG 56.7 52.4 Q CAG100 93.3 R CGG 52.5 39.3 
1 ATT 7.1 4.3 T ACT 4.2 2.1 N AAT 22.2 4.2 S AGT 7.7 9 
1 ATC 92.8 92.7 T ACC 62.5 66.2 N AAC 77.8 95.8 S AGC 92.3 91 
1 ATA - 3 T ACA 6.3 2.2 K AAA - 4.9 R AGA - 18.2 
M ATG 100 100 T ACG 27 29.5 K AAG 100 95.1 R AGG - 81.8 
V GTT 3.5 3.4 A GCT 2 2.9 D GAT 4.3 4.2 G GGT 23.3 8 
V GTC 57.7 55.6 A GCC 61.7 59.4 D GAC 85.7 95.8 G GGC 55 64 
V GTA 1.3 2 A GCA 6 4.1 E GAA 10.3 18.6 G GGA 10 9.3 
V GTG 41 39 A GCG 33.3 33.6 E GAG 89.7 81.4 G GGG 11.7 18.7 
* 1a priniera oolurma se refiere al gen ixLüiB3 y la squncb al total de 63 cjenes 
&Streotarrvcec- 
ms datos hacen referencia al parcataje con que un aa es codifica& por el c x h  
S&&&, en funcih de las veces que aparece ese aa. E j  : TiT (F) codifica 8 & 
las 568 fenilalanims totales (tabla 3) , es decir el 1.4%. 
~a referencia utilizada es la =la 3 de la htrdmd6n, pg. 8. 
Los experimentos de disrupción génica y de inducción de l a  
producción de actinorhodina nos han permitido localizar e l  presunto 
gen regulador del "cluster", actIIORF4, confirmando su papel de 
activador positivo del sistema (fig. 26, pag. 67) . 
E l  análisis de l a  secuencia del presunto gen regulador ha revelado 
dos estructuras del t ipo  "stem-loop", una a cada lado del gen. La 
situada en e l  extremo 3 '  del gen, descrita anteriormente (Hallam y 
co1,,1988), actúa como un terminador de l a  transcripción común para e l  
gen m O R E ' 4  y para e l  gen actIII, de transcripción convergente. La 
o t r a  es t ruc tura ,  e s  extraordinariamente r i c a  en A-T, algo 
especialmente destacable en un microorganismo con un contenido en G-C 
del orden del 70%, y puede formar dis t intos  t ipos de estructura 
secundaria. No hemos asignado aún ninguna función biológica a esta 
estructura, aunque resulta sospechoso que una región tan atípica en 
Strept- esté situada sobre l a  zona promotora del gen que controla 
l a  expresión de un importante grupo de genes. 
E l  aná l i s i s  de la región promotora del gen actIIORF~, reveló 
secuencias que podrían considerarse similares a l a s  descritas como 
consenso para promotores procarióticos (fig.30, pag.71). De el las ,  
algunas son altamente homólogas con l a s  descritas para .LXQLL y 
parecen ser reconocidas por su  RNA polimerasa, por lo  que podrían 
asociarse a aquellas secuencias promotoras de reconocidas 
por la RNA polimerasa mayoritaria ( T ~ ~ ,  de mantenimiento celular 
(Westpheling y co1.,1985). La heterogeneidad de RNA polimerasas en 
este género y, por tanto, de secuencias diferentes a ser reconocidas 
nos impiden asociar claramente, si las hubiera, secuencias de esta 
región con otros tipos de promotores. 
En cuanto a la posible transcripción de este gen, hemos de recordar 
que los ensayos de S1 de alta resolución revelaron, en condiciones de 
máxima expresión de actinorhodina, la presencia de un solo mensajero 
en la zona cubierta por la sonda, por lo que asumimos la presencia de 
. una sola actividad promotora en esas condiciones. Los experimentos de 
ensayo bajo diferentes condiciones de la actividad promotora en esta 
región, tanto en S.1ividans como en S . c o ~ ,  parece sugerir que 
no existen grandes diferencias aparentes entre ambas especies en 
relación a la expresión de este promotor. Por su parte, los 
experimentos de ensayo de actividad de la región promotora del gen 
actIIORF4 en el plásmido pIJ4083 revelaron actividad transcripcional 
casi desde los primeros estadios de crecimiento, aunque este resultado 
ha de ser interpretado recordando que el plásmido pIJ4083 posee un 
alto número de copias. 
A raiz de todos estos resultados (expresión en F..coii -y por tanto 
reconocido probablemente por la RNA polimerasa mayoritaria-, posible 
mensajero único, expresión relativamente temprana) y dado que la 
producción de actinorhodina se realiza en estadios tardíos del ciclo 
biológico, surge la pregunta ¿para qué transcribir este gen 
tempranamente?. Una de las posibles respuestas podría ser bien que 
realmente no se transcriba tempranamente y la actividad promotora 
fuera producto del efecto del alto número de copias, o bien que otra 
actividad promotora divergente (neutralizante), sometida a regulación 
específica en Streptomvces, liberara la transcripción del gen en un 
momento determinado. Otra hipótesis barajada para explicar el posible 
desfase temporal entre la transcripción del gen actIIORF4 y la 
producción de actinorhodina, supondría la formación de un producto 
génico inactivo, inmaduro, que en determinado momento sería procesado 
dando lugar a una molécula fisiológicamente activa que dispararía el 
sistema. La disponibilidad de la proteína podrá, en su momento, dar 
respuesta a este interrogante. 
En cuanto a la traducción de este presunto gen regulador, el 
análisis del uso de codones (fig.24, tabla 10, pag.99) ha revelado dos 
regiones claramente diferenciadas, una anterior de acuerdo con los 
usos típicos de Streptomyces y otra posterior, bastante atípica, con 
una utilización de codones poco usual [ TTT (30 veces más utilizado 
que la media), TTA (10 veces) , ATA (26 veces) y GTA (11 veces) 1 . Una 
atractiva posibilidad para explicar el por qué de este uso de codones 
tan inusual, sería la de utilizarlo como medio de controlar la 
expresión del gen : una mayor o menor disponibilidad de aminoacil-t- 
RNA's determinaría la velocidad, incluso la imposibilidad, de su 
traducción. La existencia de genes que codifiquen aminoacil-t-RNA's 
para codones raros y su implicación en el control de la traducción de 
otros genes, abriría enormes posibilidades en el control de la 
expresión génica de un organismo, sería un sistema versátil, variado y 
altamente regulado al participar un gran número de productos génicos a 
sil vez bajo control. 
~lalO.-Ccmparaci6n de los usos de c h n e s  de actIIORF4 y 63 genes de 
-0 * 
F R'r 33.3 1.4 S TCT - 1.6 Y TAT 25 4.6 C TGT 66.7 12.9 
F Tn= 66.7 98.6 S TCC 44.4 56.7 Y TAC 75 95.4 C TGC 33.3 87.1 
L TTA 2.2 0.22 S TCA - 4 * TAA - 3.1 * TGA - 81 
L TTG 8.8 2.8 S TCG 45.6 37.7 * TAG 100 5.9 W TGG 100 100 
L CTT 4.4 2.4 P CCT - 3.2 H CAT22.2 6.4 R CGT18.2 6.8 
L CTC 35.6 38.6 P CCC 16.7 43.1 H CAC 77.8 93.6 R CGC18.2 49.7 
' L CTA - 0.33 P CCA - 1.3 Q CAA - 6.7 R CGA 4.5 4.2 
L CTG 48.9 55.6 P CCG 83.3 52.4 Q CAG 100 93.3 R CGG 59.1 39.3 
1 ATT 30.8 4.3 T ACT - 2.1 N AAT 42.9 4.2 S AGT - 9 
i An= 53.8 92.7 T ACC 58.3 66.2 N AAC 57.195.8 S AGC 100 91 
1 ATA 15.4 3 T ACA - 2.2 K AAA 50 4.9 R AGA 50 18.2 
M ATG 100 100 T ACG 41.729.5 K AAG 50 95.1 R AGG 50 81.8 
V GTT - 3.4 A GCT - 2.9 D GAT 25 4.2 G GGT 5.6 8 
V GTC 22.2 55.6 A GCC 35.3 59.4 D GAC 75 95.8 G GGC 44.4 64 
V GTA 22.2 2 A GCA - 4.1 E GAA 39.118.6 G GGA 27.8 9.3 
V GTG 55.6 39 A GCG 64.7 33.6 E GAG 60.9 81.4 G GGG 22.218.7 
* m prirriera colunna se refiere al gen i x L L E E 3  y la al total de 63 genes 
&- 
Los &tos hacen referencia ai parcentaje con que un aa es codificacb por el m 
&%lado, en funcib de las veces que aparece ese aa. Ej : TiT (E') codifica 8 & 
las 568 feni1alanj.m~ totales (tabla 3), es decir el 1.4%. 
Fa referencia utilizada es la tabla 3 de la htmxbmión, pg.8. 
La inducción de actinorhodina en la cepa J1507 (UdA) por la accibn 
del presunto gen regulador mutagenizado (codbn TTA sustituído por su 
homólogo TTG) demuestra, por primera vez en Streptom-, la 
existencia de un posible mecanismo de regulación de la expresión 
génica a través de la lectura de codones raros. Esta evidencia, 
demuestra la implicación del producto génico del gen en el 
control a nivel de traducción de la expresión del "cluster" &, más 
aún, demuestra cómo el considerado uno de los escalones superiores, 
quizás la encrucijada, de la cascada de señales entre el metabolismo 
primario y el secundario, participa directamente en el control de uno 
de los escalones más inferiores, lo que quitaría peso a ese papel 
central del gen bldA en el proceso de diferenciación bioquimica 
durante el ciclo biológico de w. 
La homología presentada por el producto del gen actl;IORFB, presunto 
gen regulador, con genes implicados en el control de la expresión de 
otros antibióticos ( d n r O R F 1  en el caso de daunorubicina -Hutchinson, 
comunicación personal- en el caso de prodigiosina -Narva y 
Feiteíson,l990- y spiromicina -Malpartida, comunicación personal-) 
(fig.36, pag.76), sugiere la existencia de un mecanismo similar en el 
control de la expresión de antibióticos desde el interior de sus 
respectivos "clusters". En el caso concreto de la &&REl, esta 
posibilidad es confirmada por su capacidad de complementar la mutación 
de la cepa JFI (clase a%IL). 
La presencia de un número sensiblemente mayor de codones raros en 
el gen m I O R F 4  con respecto a redD o dnrORFl (tabla 11) podría 
reflejar características específicas en el control de la expresión de 
estos genes, sugiriendo particularidades en puntos anteriores dentro 
de la presunta cascada de seilales de cada una de las rutas, quizás la 
intervención de más genes o de sistemas de control que codifiquen t- 
m's para codones raros. 
tabla 11. - Comparación del uso de los codones paco usuales 
que hacen los genes reguladores de poliquétidos. * 
nxr 
TTA 
CTT 
CTA 
ATT 
ATA 
GTT 
GTA 
TCT 
TCA 
CCT 
cm 
ACT 
ACA 
GCT 
GCA 
TAT 
TAA 
CAT 
CAA 
AAT 
AAA 
GAT 
GAA 
TGT 
TGA 
CGT 
CGA 
AGT 
AGA 
GGT 
GGA 
* ~ & t o c r e p r e s e & a n e l ~ d e ~ q u e ~ u n ~ ~ . E n t r e  
préntesis apareoe el nímm de cccbnes del gen o, en el caso g=neral, de los 63 
g i r n e s & ~ - a d o s .  
El uso & cabes capleto du tcdx los genes apaxxe en las tablas 3, 8, 9 y 10. 
Los estudios sobre la estructura primaria del producto del presunto 
gen regulador, actIIORF4, y las posibles estructuras secundarias que 
presenta, sugieren dominios de unión a DNA (figs. 34,35; pags.75,76). 
Ello, nos lleva a especular sobre la posibilidad de que el control 
de la expresión de actinorhodina que realiza este gen, se lleve a cabo 
a nivel de transcripción mediante una acción directa de su producto 
génico sobre zonas reguladoras del interior del llclusterll, 
probablemente sobre las regiones intercistrónicas. 
La purificación del producto génico de m O R F 4  permitirá 
comprobar si es realmente una proteína de unión a DNA y qué regiones 
serian sus dianas, resolviendo muchas cuestiones sobre su mecanismo de 
acción. 
Los datos genéticos consecuencia del estudio de la región del 
cromosoma de S . c o e ~  denominada smas, han revelado su capacidad 
para inducir la producción de actinorhodina en S.lividans, lo que 
sugiere su implicación en el control de la producción de este 
antibiótico, y quizás otros metabolitos secundarios, en S-. 
Los resultados negativos de su comparación a nivel de secuencia y 
por Southern con otros genes reguladores descritos en Stre~tomvces, 
así como su conservación en distintas especies de este género, nos 
lleva a plantearnos la posibilidad de que este sistema génico 
constituya un nuevo escalón en la presunta cascada de señales que dan 
lugar a la producción de metabolitos secundarios en Strept~~iyces. Su 
situaci6n en dicha cascada sería anterior al gen regulador interno al 
"clustern, y su mecanismo de acción podría estar extendido dentro del 
control de la expresión génica en Strepton&xes. 
El análisis de la secuencia de esta región, ha revelado dos OW's 
que parecen estar bajo el control de un solo promotor, originando un 
mensajero policistrónico, lo que sugiere una relación estrecha entre 
anibos productos génicos a la hora de controlar los procesos en los que 
están implicados. El estudio de la región promotora que controla su 
expresión, sugiere que podría ser reconocida, al menos, por la RNA 
polimerasa mayoritaria en Streptomyces y que este reconocimiento 
podría, a su vez, estar regulado por una proteína de unión a DNA que 
se fijaría a un posible operador, situad sobre la presunta región -35. 
La presunta proteína de unión al promotor m, podría constituir un 
escalón superior en la cascada de señales reguladoras comentada, hecho 
que parece ser apoyado por la homología de la posible secuencia 
anterior a la zona codificante de la smasORF1 con la zona anterior a 
la región codificante del gen ibfsB, gen con un papel asignado en dicha 
cascada. 
En la búsqueda de una funcionalidad de las ORF's que constituyen 
las secuencias m, tratamos de bloquear las distintas ORF's. Para la 
smasORFl fue imposible obtener mutantes, lo que podría asociar su 
producto génico con una función vital para la célula (con lo que los 
mutantes morirían), o su implicación en la formación de esporas por lo 
que los lisógenos que han recombinado a través de esta ORF (teóricos 
mutantes) no podrían ser replicados eficientemente en el proceso de 
selección. 
La mutagénesis de la ORF2, demostró la incapacidad de producir 
actinorhodina, prodigiosina y CDA en la cepa 51501 de S.coelicolor, lo 
que apoya la posibilidad de que este gen sea un escalón muy superior a 
los genes reguladores internos a cada "clusterll dentro de la presunta 
cascada de seiiales en la diferenciación bioquímica, en un punto 
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similar al del gen afsB. Aún no es posible concluir si el sistema 
es o no alternativo al m. 
El uso de codones en las dos ORF's de esta región, concuerda 
perfectamente con el utilizado por la mayoría de los genes de 
Streptomyces secuenciados, sin la presencia de codones raros que 
pudieran sugerir una expresión regulada a nivel de traducción por el 
producto del gen bldA o similar. 
Aunque la comparación con las bases de datos no sugirió nada 
relevante, la ORFl presenta dominios homólogos a otros de proteínas de 
unión a DNA, dominios que en ocasiones se presentan repetidos, 
caracteristico también de este tipo de proteínas. La posibilidad de un 
mecanismo de acción a través de una proteína de unión a DNA, aportaría 
nuevos datos sobre la posible semejanza entre el fragmento smas con el 
gen afsB, al que se le asocia con una proteína de este tipo 
(Horinouchi y col. ,1986) . 
El hecho de que la mutagénesis de la smasORF3, adyacente a la 
región activadora, no tuviera efecto aparente que analizar, truncó una 
posibilidad de localizar de modo inmediato esta zona en el cromosoma 
de S.coelicoloa. 
Así, La región de 1.6 Lb del cromosoma de S.coelicolor capaz de 
inducir la producción de actinorhodina en S.lividans podría ser un 
escalón nuevo en la presunta cascada de señales que conducen a la 
producción de metabolitos secundarios en S .  coelicolor. La semejanza 
fenotípica del mutante salas con el gen &S, sugiere que su situación 
en ella sería a un nivel similar, ver si el bloqueo del afecta a 
la expresión del afsA y viceversa podría situar de modo preciso su 
posición relativa en la cascada de señales, si forman parte de un 
circuito lineal o de circuitos paralelos estrechamente relacionados. 
La expresión de los productos de los genes smasORFl y 2, ayudará a 
desvelar su papel en el control de la expresión de antibióticos y su 
lugar en la presunta cascada de señales que da lugar a la formación de 
antibióticos en $treptomyces. 
Como hemos visto en este trabajo, el análisis de la región de 
expresión temprana y media del "cluster" u, ha revelado una serie 
importante de datos sobre la organización física y funcional de los 
enzimas implicados en los primeros pasos de la ruta biosíntética del 
antibiótico poliquétido actinorhodina en S.coeljcolor. 
La sintesis de actinorhodina presenta gran cantidad de puntos en 
común con la síntesis de ácidos grasos en la formación de la molécula 
básica que dará lugar al antibiótico, lo que ha sido utilizado, y 
seguirá siéndole, como punto de apoyo en los estudios realizados sobre 
el sistema. Del mismo modo, la homología que presenta con otros 
sistemas de biosíntesis de poliquétidos es lo suficientemente elevada 
como para pensar en la posibilidad de un origen común y un desarrollo 
más o menos divergente, lo que abre grandes posibilidades de expresión 
heteróloga de genes pertenecientes a rutas biosintéticas de 
antibióticos diferentes. 
Otra de las consecuencias de lo que hemos visto hasta ahora, es la 
visión del control de la expresión del antibiótico actinorhodina como 
un fenómeno complejo en el que intervienen un elevado número de 
sefíales de control. Hemos confirmado el control que ejerce el gen bldA 
sobre la expresión del "clusterll a, pero hemos comprobado que lo 
hace sin sefíales intermedias, lo que supone una variación sobre la 
presunta cascada de seRales reguladoras postulada anteriormente 
(fig.4, pag.11). Este hecho, parece quitar peso al papel central que 
se asignaba al gen bldA en los procesos de diferenciación morfológica 
y bioquímica en S t r e m .  Así mismo, la presencia de un gran 
número de codones poco usuales en el gen regulador, a c t I I O R F 4 ,  nos 
permite postular la posibilidad de un mecanismo de control de la 
expresión génica a través de la lectura de codones raros. Junto a 
ello, la existencia de nuevas secuencias implicadas en la regulación 
del sistema a, secuencias smas, abre nuevos interrogantes sobre los 
mecanismos de control de la expresión de antibióticos en w. 
La situación de las secuencias smas en la presunta cascada de señales 
reguladoras, si la tiene, es aún incierta, aunque por los datos que 
poseemos podría localizarse a un nivel similar al del gen bfsR 
(f ig. 45) . 
La regulación de la síntesis de actinorhodina se muestra como el 
resultado de la interacción de un conjunto de señales desde el 
metabolismo primario hasta la obtención de la molécula final del 
antibiótico. Si dichas señales constituyen un circuito lineal en el 
proceso, existen circuitos alternativos o es una compleja red de 
señales relacionadas es algo que estimulará el trabajo en el 
laboratorio. En cualquier caso, la manipulación de algunas de estas 
señales ha abierto el camino hacia la comprensión de la expresión de 
los antibióticos poliquétidos y el metabolismo secundario en 
Strentomvces- 
Fig. 45.- Situación aproximada de la región sulas y posible ppel del 
gen bldA en la presunta cascada de señales reguladoras que 
controlan la diferenciación en -.
otros genes otros genes 
red act 
diferenciación 4 
bioquunica + 
gen o genes llave con 
codones TTA 
? 1-.  
\ 
? 
/ \ \ \ \ 
- A  
-diferenciación 
morfológica 
bldC 1+ 
whiG 
1 
otros genes 
whi 
En este trabajo, hemos intentado desentrafiar alguno de los aspectos 
oscuros de la expresión del wcluster" de actinorhodina, tanto en su 
síntesis como en su regulación. Los esfuerzos posteriores, irán 
encaminados hacia el estudio de las primeras enzimas de la ruta para 
profundizar en el proceso de biosíntesis de antibióticos y en su 
manipulación en la búsqueda de nuevos fármacos. Del mismo modo, la 
identificación, caracterización y manipulación de nuevas sefíales 
implicadas en el control del sistema a.c,L y en su conexión con el 
metabolismo primario aclararán la visión global de la biosíntesis de 
actinorhodina en el contexto más general del metabolismo secundario y 
revelará aspectos interesantes del ciclo biológico de este 
microorganismo, permitiendo la mejor comprensión del control de la 
expresión génica y la posibilidad de la optimización de la producción 
industrial de gran número de compuestos producidos por el género 
. StreDtomvces. 
VI.- CONCLUSIONES 
1) ~l complejo multienzimático "poliquétido sintetasa" de 
actinorhodina es funcionalmente similar a las sintetasas de ácidos 
grasos en varios de sus dominios. 
2) La sintetasa de actinorhodina consta, al menos, de cuatro 
subunidades con tres actividades, condensante de acilos, 
transportadora de acilos y ciclasa, lo que la asemeja a una FAS de 
tipo II. 
3) La "sintetasan de actinorhodina presenta una homología muy elevada, 
tanto a nivel de DNA como de aa y de organización física, con las 
sintetasas de otros poliquétidos. 
4) Se ha identificado y caracterizado, dentro del cluster a, el 
regulador positivo como una posible proteína de 28.7 kD con probable 
función de llave en la expresión del sistema. 
5) El producto del ge-n bldA controla directamente la expresión del 
cluster a nivel de traducción mediada por la lectura de un codón TTA. 
6) Se ha identificado, en colaboración con el John Innes Institute, 
un presunto gen de resistencia a actinorhodina en el interior del 
cluster a, cuya expresión podría ser dependiente del gen m. 
7) Parece existir otro/s gen/es de resistencia fuera del cluster e. 
8) Se ha identificado un nuevo complejo génico de acción pleiotrópica 
(zmas) sobre la biosíntesis de, al menos, tres metabolitos secundarios 
en S.coe3xcolor : actinorhodina, prodigiosina y CDA. 
9) La existencia de un nuevo complejo génico identificado (zmas) 
sugiere para la biosíntesis de metabolitos secundarios una compleja 
cascada de señales que, para el cluster a&, constaría de, al menos, 4 
genes : U, afsB, Y actIIORF4. 

Alberts,A.W. y Greens pan,M. D. En Fatty acid metabolism and its rtegulation, new 
comprehensive biochemistry. Ed. Numa,S., Elsevier, Amsterdam, vol. 7, pp. 29-58. 
(1984). 
AguiIar,A. y Hopwood,D.A. "Determination of methylenomycin A synthesis by the 
pSVl plasmid from Streptomyces violaceus-ruber SANK 95570" J.Gen.Microbiol.128 : 
1893-1901. (1982). 
Antonov,P.P., Ivanov,I.G., Markov,G,G. y Benigni,R. "Reassociation 
analysis of DNA in studying the genome size of Streptomyces". Studia Biophysica, 
Berlin 69-67-74. (1978). 
Anzai, H., Murakami, T., Imai, S.? Satoh, A., Nagoaka, K., Thompson, 
' C. J. Transcriptional regulation of bialaphos biosynthesis in Streptomyces 
hygroscopicus. J. Bacteriol. 169 : 3482-3488. (1987). 
Arraj ,JA. y Marinus,M.G. "Phenotypic reversal in mu tants of Esc heric hia coli 
K12 by a recombinant plasmid in the gene" J.Bacterio1.m : 562-565. (1983). 
Berk,A.J. y Sharp,P.A. "Sizing and mapping of early adenovirus mRNAs by gel 
electrophoresis of S 1 endonuclease-digested hybrids". Cell 12: 72 1-73 1. (1977). 
Bíbb,M. J., Ward, J.M. y Hopwood,D.A. "Transformation of plasmid DNA into 
Streptomyces protoplast at high frequency". Nature 274: 398-400. (1978). 
Bibb,M. J. y Cohen,S.N. "Gene expression in Streptomyces : construction and 
aplication of promoter-probe plasmid vectors in Streptomyces lividans". Mol.Gen.Genet. 
187 : 265. (1982). 
-
Bibb,M,J., Jansen,G.R. y Ward,J.M. "Cloning and analysis of the promoter 
region of the erytromycin resistance (ermE) gene of Streptomyces erythreus". Gene 38 : 
215-226. (1985). 
Bíbb,M.J., Bir6 ,S .  Motamedi,H., Collins,J.F. y Hutchinson,C.R. 
"Analysis of the nucleonde sequence of the Streptomyces glaucescens tcml genes provide 
key information about the enzmology of poliketide antibiotic biosynthesis". THE EMBO 
J. 8 : 2727-2736. (1989). 
Birmingham,V. Cox,K.L. y Sen0,E.T. "Tylosin resistance in a tylosin-producing 
strain of Streptomyces fradie : cloning and phenotypic analysis of trhee tylosin resistance 
genes" . En prensa, 
Birnboirn,H.C. '*A rapid alkaline extraction method for tha isolation of plasmid DNA". 
Methods in Enzimol. 100 : 243-255. (1983). 
Bosetey,P., Moss,T., Machler,M., Portman,R, y Birnstie1,M "Sequence 
orgenization of the spacer DNA in a ribosomal gene unit of Xenopus laevis". Cell 17: 19- 
31. (1979). 
Brown,A.G., Goodacre,J., Harbridge,J.B., Howarth,T.T.,Ponsford,R.J. 
y Stiriing,I. "Clavulanic acid : a novel fused P-lactam isolated from Streptomyces 
clavuligerus". En Recent advances in the chemistry of P-lactam antibiotics. @d. J.Ellis.), 
pp. 295-298. London : Chemical Society.(l976). 
Brown,M.G.M., Weston,A., Saunders,J.R. y Humphreys, G.O. 
"Trmsformation of E,coli C600 by plasmid DNA at different phases of growth". FEMS 
Microbiol. lett. 5 : 2 19-222. (1979). 
Bruton,C. J, y Chater,K.F. "Nucleotide sequence of IS 110, an insertion sequence 
of Streptomyces coelicolor A3(2). Nucleic Acid Res. 15 : 7053-7065.(1987) 
Bucke1,P- En informativos Boehringer Mannheim. España.Marzo. pp. 16.(1985). 
Bullock,W.O., Fernández,J.M. y Short,J.M. "XL1 blue : a high efficiency 
plasmid transforming recA Escherichia coli strain with P-galactosidase selection" 
Biotechniques 5 : 376. (1987) 
Burns,D.M. y Beacham, I.R. "A method for the ligation of DNA following 
isolation from low melting temperature agarose". Anal.Biochem. m : 48-51. (1983). 
Buttner,M, J. y Brown,N.L. "RNA polymerase-DNA interactions in Streptomyces : 
in vitro studies of a S.lividans plasmid promoter with S.coelicolor RNA polymerase". 
J . M o l . B i o 1 , ~  177-188. (1985). 
Buttner,M.J. y Brown,N.L. Gene 57 : 179.(1987). 
Buttner,M.J., Smith,A.M. y Bibb,M.J. "At least three different RNA polymerase 
holoenzymes direct transcription of the agarasa gene (dagA) of Streptomyces coelicolor". 
Cdl 52 599-607. (1988). 
Calos,M.P. "DNA sequence for a low leve1 promoter of the lac repressor gene and an 
'up' promoter mutation" Nature, 274: 762-765. (1978). 
Campbell ,W.C., Fisher,M.H., Stapley,E.O., Albers-Schonberg,G. y 
Jacob,T.A. "Ivermectin: a potent new antiparasitic agent". Science Wash. 221 : 823- 
828. (1983). 
Chang,S.I. y Hammes,G. "Amino acid sequences of substrate-binding sites in 
chicken liver fatty acid synthase". Biochemistry a : 4753-4760. (1988). 
Chater,K.F. y Cooper,C.S. "Purified DNA-dependant RNA polymerase from 
Streptomyces coelicolor A3(2)". Annual report of the John Innes Institute 66: 83. 
(1975). 
Chater,R.F., y MerrickM.J. "Streptomyces". En Developmental biology of 
prokaryotes. Ed. J.H.Parish, pp. 93- 1 14. Oxford : Blackwell. (1 979). 
Chater,K.F., Hopwood,D.A., Kieser, T. y Thompson,C.J. "Gene cloning in 
Streptomyces" Curr. Topics Microbiol. Inmunol. 96 : 69-95. (1982) 
Chater,K.F. "Morphological and physiological differentiation in Streptomyces" En 
Microbial developement, eds. Losick,R. y Shapiro,L., pp, 89- 1 15. New York : Cold 
Spring Harbor Laboratory. (1984). 
Chater,K. F. y Bruton,C. J. "Resistance, regulatory and production genes for the 
antibiotic methylenornycin are clustered. The EMBO J. 4 : 1893-1895. (1985a). 
Chater,K.F,, Bruton,C.J., Foster,S,G. y Tobeck,I. "Physical and genetic 
malysis of IS110, a transposable element of Streptomyces coelicolor. Mol. Gen. Genet. 
200 : 235-239. (1985b). 
-
! Chater,K.F. y Hopwood,D. A. "Diversity of bacteria1 genetics". En Genetics of bacteria1 diversity (ed. D. A.Hopwood y K.F.Chater), pp 23-52. London : Academic 
Pres. (1988a). 
Chater,K.F., Lawlor,E.J.,Méndez,C., Bruton,C.J., Davis,N.K., 
Plaskitt,K., Guthrie,E.P., Daly,B.L., Baylis,H.A. y Vu Trong,K. "Gene 
expresion during S trep tomyces development", pp. 64-70. En Biology of the 
Actinomycetes"88 . (eds. Okami,Y., Beppu,T. y Ogawara,H. Japan scientific Societies 
Press, Tokio). (1988b). 
Chater,K.F. "Sporulation in Streptomyces". En Regulation of procaryotic 
devefopmenr. Eds. Smith,I., Slepecky,R. y Setlow,P. American Sciety for 
Microbiology. (1989). 
Chen,E.J. y Seeburg,P.H. "Supercoil sequencing : a fast simple method for 
sequencing plasmiod DNA". DNA 4: 165- 170. (1985). 
Chung,C.T. y Miller,R.H. "A rapid and convenient method for preparation and 
storage of competent cells". Nucleic Acid Res. 16 : 3580. (1988). 
Covarrubias, L., Bolivar, F.: Construction and characterization of new cloning 
vehicles. VI. Plasrnid pBR329, a new derivative of pBR328 lacking the 482-base-pair 
inverted duplication. Gene 17: 79-89. (1982) . 
C0atsJ.H. y RoeserJ. "Genetic recombination in Streptomyces bikiniensis var. 
zorbonensis", J-Bacteriol. 105 : 880-885. (1971). 
CoatsJ,H. y Stroman,D.W."Recent studies in Streptomyces achromogenes subsp. 
rubradiris genetics", pp. 39-46. In E.Freerksen, 1.Tarnok and 3.H.Thumin (ed.), 
Genetics of the actinornicetales. Gustav Fisher Verlag, Stuttgart. (1978). 
Cohn,F. "Untersuchungen über Bacterien 11". Beitr. Biol. Pfl. 1: 141-207. (1875). 
Cronan, J.E., Li,W.-B., Coleman,R., Narasimhan,M. de Mendoza,D. y 
Schwab, J.M. "Derived amino acid sequence and identification of active site residues 
of Escherchia coli P-hydroxydecanoyl thioester dehydrase". J.Biol.Chem. 263 :4641- 
4646. (1988). 
Davis,R.W. "DNA sequences of the Int-XisP1- region of the bacteriophage h ovelapp 
of the Int and Xis genes" Nucleic Acids Res. 8 : 1765- 1774. (1980 
Deveraux,J., Haeberli,P. y Smithies,O. "A comprehensive sert of sequence 
analysis pmgrams for the VAX". Nucl,Acid.Res. 2 : 387-395.(1984). 
Distler, J., Ebert, A,, Mansouri, K., Pissowotzki, K., Stockmann, M., 
Piepersberg, W.: "Gene cluster for streptomycin biosynthesis in Streptomyces griseus: 
nucleotide sequence of three genes and analysis of transcriphonal activity". Nucleic Acids 
Research 15 : 8041-8056. (1987). 
Epp,J.K., Huber,M.L.B., Turner,J.R. y Schoner,B.E. "Molecular cloning 
and expression of carbomycin biosynthetic and resistance genes from Streptomyces 
thermotolerans". En Biology of actinomycetes (ed. Y.Okami, T.Beppu y H.Ogawava), 
pp. 82-85. Tokyo : Japa Scientific Society Press. (1988). 
Feiteison,J.S.,Hopwood, D.A. "Cloning a Streptomyces gene for an O- 
methyltransferase involved in antibiotic bios ynthesis" . Molecular and General Genetics 
190 : 394-398. (1983). 
Feitelson, J.S., Malpartida,F., Hopwood,D.A."Genetic and biochemical 
characterization of the red gene cluster of Streptomyces coelicolor A(3)2". J. Gen, 
Microbiol. 13 1 : 243 1-2441. (1985). 
Fishman,S.E., Rosteck,P.R.J. y Hershberger,C.L. "A 2.2 kilobase repeated 
DNA segment is associated with DNA amplification in Streptomyces fradie". 
J-Bacteriol. 161 : 199-206. (1985). 
FIoss,H.G., Cole,S.P., He,X.G., Rudd,B.A.M., Duncan,J., Fujii,I., 
Chang,C.J., y Keller,P.J. "Regulation in secondary metabolite formation". En 
Kleinhauf,H,, von Dohren,D., Dornauer,H., y Nasemann,G. (eds.), VCH, Weinheim, 
pp. 283-304. (1985). 
Friend,E.J, y Hopwood,D.A. "The linkage map of Streptomyces rimosus" 
J.Gen.Microbio1. 68 : 187- 197.(197 1) .  
Gierl,A., Sshwarz-Sommer,Z. y Saedler,H. "Molecular interactions between the 
components of the En-1 transposable element system of Zea mays". The EMBO J. 4 : 
579-583. (1985). 
GoId,L. y Stormo,G. Translation Initiation. In Escherichia coli and Salmonella 
typhimurium Cellular and Molecular Biology. Neidhardt,F.C., Ingraham,J.L., 
Low,K.B., Magasanik,B., Schaechter,M., y Umbarger, H.E. (eds.). American Society 
for Microbiology, pp. 1302- 1307. (1987). 
Gorst-Allman,C.P., Rudd,B.A.M., Chang,C.J. y FIoss,H.G. "Biosynthesis 
of actinorhodin. Determination of the point of dimeritation". J.Org.Chem. 46: 455-456. 
(198 1). 
Gynheung,A y Friesen, J.D. "Plasmid vehicles for direct cloning of Escherichia coli 
promoters'.T.Bacteriol. 140 : 400-407. (1979). 
Hale,R.S. y Leadly,P.F. Biochirnie 67 : 835-839. (1985). 
Hale,R.S., Jordan,K.N, y Leadly,P.F. "A small, discrete acyl carrier protein is 
involved in the novo fatty acid biosynthesis in Streptomyces erithraeus " FEBS lett 224 : 
133-1 36. (1987). 
Hallam,S.E., MaIpartida,F.? y Hopwood,D.A. "DNA sequenece, transcription 
and deduced function of a gene involved in poliketide antibiotic synthesis in Streptomyces 
coeticoíor". Gene 74: 305-320. (1988). 
Hardie,S.E. y McCarthy,A.D. En Multidomain proteins-structure and evolution. 
(Eds. Hardie,D.G. y Coggins,J.R.) Elsevier, Amsterdarn, pp. 229-258. (1986). 
Hawley,D.K. y McClure,W.R. "Compilation and analysis of Escherichia coli 
promoter DNA sequences". Nuceleic Acid Res. 11 : 2237-2255. (1983). 
Henderson,G., Krygsman,P., Liu,C. J., Davey,C.C. y Malek,L.T. 
"Characterízation and structure of genes for proteases A and B from Streptomyces 
griseus" J.Bacterio1.m: 3778. (1987). 
Henikoff,S, "Unidirectional digestion with ExoIII creates targeted breakpoints for 
DNA sequencing". Gene 28 351-359. (1984). 
l Hoess,R.H., Foeller,C., Bidwel1,K y Landy,A. "Site-specific recombination 
1 functions of bacteriophage h : DNA sequence of regulatory regions and overlapping 
structural genes for Int andXis" Proc.Natl,Acad.Sci.USA 77 : 2482-2486. (1980). 
1 I Hopwood,D.A."A circular linkage map in the actinomycete Streptomyces coelicolor" 
l J.Mol.Bio1.~ : 514-516. (1965). 
I Hopwood,D.A. "Genetic analysis and genome stmcture in Streptomyces coelicolor". 
l Bact.Rev. 31: 373-403. (1967). 
l 
1 
Hopwood, D.A., Kieser, T., Wright, H.M., Bibb, M.J." Plasmids, 
recombinahon and chromosome mapping in Streptomyces lividans 66". J .  Gen. 
Microbiol. 129 : 2257-2269. (1983a) . 
Hopwood,D.A. y Wright,H.M. "CDA is a new chromosomally-determinant 
antibiotic from Streptomyces coelicolor A3(2). J.Gen.Microbio1. 129: 3575-3579. 
f 1983). 
Hopwood, D.A., Bibb, M.J., Chater, K.F., Kieser, H.M., Lydiate, D.J., 
Smith, C.P., Ward, J.M., Schrempf, H. : Genetic Manipulation of Streptomyces 
. A Laboratory Manual. Norwich, John Innes Foundation, (1985a). 
Hopwood,D.A., Kieser,T., Lydiate,D.J. y Bibb,M.J. "Streptomyces plasmids 
: their biology and use as cloning vectors". In Antibiotic-producing Streptomyces (Ed. 
S. W-Queener and L.E.Day). Academic Press, New York. (1 985b). 
Hopwood,D.A., Malpartida,F., Kieser,HM., Ikeda,H., Duncan,J,, 
j i ,  Rudd,B.A.M., FIoss,H.G. y Omura,S. "Production of 
'hybrid'antibiotics by genetic engineering" Nature 314 : 642-644. (1985~). 
Hopwod,D.A., Bibb,M.J., Chater,K.F., Jansen,G.R., Malpartida,F. y 
Smith,C.P. "Regulation of gene expression in antibiotic-producing Streptomyces". En 
Regulation of Gene Expression. .Booth,I. y Higgins,C. (eds.), Symposium of the 
Society for General Microbiology. Cambridge University Press. (1986a). 
Hopwood,D.A., Malpartida,F. y Chater,K.F. "Gene cloning to analyse the 
organization and expression of antibiotic biosynthesis in Streptomyces". En Regulation of 
secondary metabolite forrnation (ed. H.Kleinkauf, H. von Dohren, H. Dornauer y G. 
Nesemann), pp. 22-33. Weinheim : VCH. (1986b). 
Hopwood, D.A.: Towards an understanding of gene switching in Streptomyces, the 
basis of sporulation and antibiotic production. The Leeuwenhock Lecture, 1987. 
Proceedings of the Roya1 Society, London B235 : 21 1-138. (1988a) . 
Hopwood,D.A. "Understanding the genetic control of antibiotic biosynthesis and 
sporulation in Streptomyces. En Biology of actinomicetes '88. Japan Scientific Societies 
Press. (1988b). 
Hopwood, D.A. "Antibiotics : opportunities for genetic manipulation" 
Phil.Trans.R.Soc. London 324 : 549-562. (1989) 
Horinouchi,S., Hara,O. y Beppu,T. "Cloning of a pleiotropic gene that positively 
control biosynthesis of A-factor, actinorhodine and prodigiosin in Streptomyces 
coelicolor A3(2) and Streptomyces lividam". J.Bacteio1. 155 : 1238-1248. (1983). 
Horinouchi,S.,Malpartida,F. y Hopwood, D.A."AfsB stimulates transcription 
of the actinorhodin biosynthetic pathway in S treptomyces coelicolor A3(2) and 
Streptomyces lividans".Mol.Gen.Genet. 225 : 355-357. (1988). 
Huber,F,M., Pieper,R.L. y Tietz,A.J. "Dispersa1 of insoluble fatty acid 
precursors in stirred reactors as a mechanism to control antibiotic factor distribution" En 
Biotechnology processes : scale-up and mixing. (Ed. C.S.Ho y J.Y.Oldshue), pp. 249- 
253. New York : American Institute of Chemical Engineers. (1986). 
Hutchinson,C.R., Borell,C.W., Otten,S.L., Stutzman-Engwal1,K.J. y 
Wang,Y.G. "A perspective on dmg discovery and development trough the genetic 
engineering of antibiotic-producing microorganisms". J.Med.Chem.. En prensa. (1990). 
Hutter,R., Kieser,T., Crameri,R., y Hinterman,G."Chromosomal instability in 
Streptomyces glaucescens" Zentralbl.Bakteriol.Mikrobio1,Hyg. 1 Abt.Supp1, 11 : 551- 
559,(198 1) 
Ikeda,H., Kotaki,H y Omura,S. "Genetic studies of avermectin biosynthesis in 
Streptomyces avemitilis. J.Bacterio1.m: 5615-5621. (1987). 
Jaurin,B. y Cohen,S.N. "Streptomyces lividans RNA polymerase recognise and 
uses Escherichia coli transcriptional signals" Gene 28: 83, (1984) 
Jackowski,S. y Rock,C.O. "Acetoacetyl-Acyl carrier protein siynthase, a potential 
regulator fatty acid biosynthesis in bacteria". J.Biol.Chem. 262 : 7927-793 1. (1987). 
Jansen, G.R. Bibb,M.J., Smith,C.P., Ward,J.M., Kieser,T. y Bibb,M.J. 
"Isolation and analysis of Streptomyces promoters". Microbiolgy-1985, ed. L.Lieve, pp. 
392-396. Washington : American Society for Microbiolgy. (1985) 
Jones,E.W. y Fink,G.F. "Regulation of amino acid and nucleotide biosynthesis in 
Yeast" En J,N.Strathern, E.W.Jones y J.R.Broach.(eds.). The molecular biology of the 
yeast Saccharomyces. Cold Spring Harbor laboratory. N.Y. (1982). 
Jones,G.H. y Hopwood,D.A. "Activation of phenoxazinone synthase expression in 
Streptomyces lividans by cloned DNA sequences from Streptomyces antibioticus" . 
J.Biol. Chern. 259: 14158-14164. (1984). 
Kamimiya,S. y Weisblum,B. "Translational attenuation control of ermSF, an 
inducible resistance detenninant encoding rRNA N-Methyltransferase from Streptomyces 
fradie' J-Bacteriol. 170: 1800-18 1 1. (1988). 
Kauppinen,S. Siggaard-Anderson,M. y von Wettstein-Knowles,P. Carlsbeg 
Res. Comrnun., 53: 357-370. (1988). 
KeIIer,U,, Krenge1,U. y Haese,A. "Genetic analysis in Sy t rep  tomyces  
chrysomallus'%Gen.Microbiol." 131 : 1 181-1 191. (1985). 
Kirby,R. y Hopwood,D.A. "Genetic determination of methylenornicin synthesis by 
the SCPl plasmid of Streptomyces coelicolor A3(2)". J.Gen.Microbio1. 98: 239-252. 
(1977). 
Kirby,R. "Genetic mapping of Streptomyces clavuligerus". FEMS Microbiol.Lett. 3: 
177-1843. (1978). 
Ktock,G., Unger,B., Gatz,C., Hilien,W., Altenbuchner,J., Schmid,K y 
Schmitt,R. "Heterologous repressor-operator recognition among four classes of 
tetracycline resistance determinants". J-Bacteriol. 161: 326-332. (1 985). 
, Kuo,T,M. y O hlroggeJ.B."The primary struc ture of spinac h acyl canier protein" 
Archiv.Biochem. Biophys. 224: 290-296. (1984). 
I 
Kunze,R., y Starlinger,P. "The putative transposase of transposable element Ac 
ftom Zea mays L interacts with subterminal sequences of Ac". The EMBO J. 8: 3 177- 
3185. (1989). 
Lakey,J.H., Lea,E.J.A., Rudd,B.A.M., Wright,H.M. y Hopwood,D.A. 
"A new channel-forming antibiotic from Streptomyces coelicolor A3(2) which requires 
calcium for its activity". J.Gen.Microbio1.~: 3565-3573. (1983). 
Lane,R., de Feyter,R., Kennedy,M., Phua,S.H. y Semon,D. "" Nucleic 
Acids Res. 14 : 97 13-9728. (1986) 
Lawlor,K.J., Baylis,H.A. y Chater,K.F. "Pleiotropic morphological and 
antibiotic deficiencies result from mutations in a gen encoding a t-RNA like product in 
Streptomyces coelicolor A3(2)". Genes develop. 1: 1305- 13 10.(1987). 
Leong,J.M., Nunes-Duby,S.E., Oser,A.B.,Lesser,C.F., Youderian,P., 
Susskind,M.M. y Landy,A. "Structural and regulatory divergents among site- 
specific recombination genes of lambdoid phage" J.Mo1.Biol. 
Leskiw,B.K., Mevarech,M., Barritt, L.S., Jensen,S.E., Henderson,D.J., 
Hopwood,D.A., Bruton,C.J. y Chater,KF. "Discovery of an insertion 
sequence from Streptomyces clavuligerus and its relatedness to two transpsable elements 
of Streptomyces coelicolor". En prensa. (1989). 
Lomovskaya,N.D:, Mkrtumian,N.M., Gostimskaya,N.L.y Danilenko, 
V.N. "Characterization of temperate actinophage C31 isolated from Streptomyces 
coelicolor A3(2)". J.Virol.9: 258-262. (1972). 
Long,C.M., ViroIle,M.J., Chang,S.Y., Chang,S. y Bibb,M.J. "a-amylase 
gene of Streptomyces limosus : nucleotide sequence, expresion motifs, and amino acid 
sequence homology to mammalian and invertebrate a-amylases". J.Bacterio1.m: 5745. 
(1987). 
Lydiate, D.J., Malpartida, F., Hopwood, D.A." The Streptomyces plasmid 
SCP2*: its functional analysis and development into useful cloning vectors". Gene 35 : 
223-235.(1985). 
l Lynen,F. "On the structure of fatty acid synthetase of yeast" Eur.J.Biochem. m: 431- 
1 
442. (1980). 
1 
I 
1 
I Mahillon,J. y Leredus,D. "Structural and functional analysis of Tn4430 : 
1 identification of an integrase-like protein involved in the co-integrated-resolution process" 
EMBO J. 2 : 1515-1526. (1988). 
~ Malpartida, F., Hopwood, D.A." Molecular cloning of the whole biosynthetic 
~ 
l pathway of a Streptomyces antibiotic and its expression in a heterologous host". Nature 
309 : 462-464. (1984). 
-
Malpartida, F, Hopwood, D.A.: Physical and genetic characterisation of the gene 
cluster for the antibiotic actinorhodin in Streptomyces coelicolor A3(2). Mol. Gen. Genet. 
205 : 66-73.(1986) 
-
Butler,M.J., Sugden,D.A., Warren,M., McKillop,C., Baily,C.R., 
Humphreys,G.O. y Hopwood,D.A. "Homology between Streptomyces genes 
coding for synthesis of different poliketydes used to clone antibiotic biosynthetic genes". 
Nature 325: 818-821. (1987). 
Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook, J. In: Molecular Cloning A Laboratory 
Manual.Cold Spring Harbor Laboratory. (1982). 
Marck,C. "'DNA strider': a 'C'program for the fast analysis of DNA and protein 
sequences on the apple Macintosh family of computers" Nucl.Acid Res. 16 : 1829-1 836. 
(1988). 
Martín3.F. y Demain,A.L. "Control of antibiotic biosynthesis". Microbiol. Rev. 44 
: 230-251, (1980). 
Martín,J.F. y Liras,P. "Organization and expression of genes involved in the 
biosynthesis of antibiotics and other secondary metabolites" Ann.Rev.Microbio1. 43: 
173-206. (1989). 
Matselyukh,B.P."Structure and function of the Actinomyces olivaceus genome" pp. 
553-563. En K.D.MacDonald ()ed.). Second international symposium on the genetics of 
industrial microorganisrns. (1 976). 
Maxam,A.M. y Gilbert,W. "Sequencing end-labeied DNA with base-specific 
cfiemical cleavages", Methods in Enzimol. 65: 499-560. (1980). 
McCarthy,A. y Hardie,G. "Fatty acid synthase - an example of protein evolution by 
gene fusion" Trends in Biochem.Sci. 9 : 60-63. (1984). 
McLaughIin,J.R., Murray,C.L. y Rabinowitz,J.C. "Unique features of the 
ribosome binding site sequence of the gram-positive Staphylococcus aureus P-lactamase 
gene". J.Biol.Chem. 256: 1 1283-1 1291. (1981). 
McMurry,L., Petrucchi,R.E. y Levy,S.B. "Active efflux of tetracycline encoded 
by four genetically different tetracycline resistance detenminanats in Escherichia coli". 
Proc. Natf. Acad. Sci. USA 77: 3974-3977. (1980). 
Méndez,C. y Chater,K.F. "Cloning of whiG, a gene critica1 for sporulation of 
Streptomyccs coelicolor A3(2). J.Bacterio1.m: 5715-5720. (1987). 
Merrick,M.J. "A morphological and genetic mapping study of bald colony mutants of 
Streptomyces coelicolor". J.Gen.Microbiol.96: 299-315. (1976). 
Messing,J. , Crea,R. y Seeburg,P.H. "A system for shotgun DNA sequencing". 
Nucleic Acid Res. 9: 309-321. (1983). 
MiIIerJ. en "Experiments in bacteria1 genetics". Cold Spring Harbor Laboratory. Cold 
Spring Harbor. New York. (1972). 
Mohamed,A.H., Chirala,SS., Mody,N.H. Huang,W,Y y Waki1,S. J. 
"Primary stnrcture of the multifunctional a subunit protein of yeast fatty acid synthase 
derived from FAS2 gene sequence". J.Biol.Chem. 263 : 123 15-12325. (1988). 
Moss,T., Boseley,P.G. y Birnstiel,M.L."More ribosomal spacer sequences from 
Xenopus laevis".Nucl.Acid.Res.~ : 467-5 16. (1 980). 
Motamedi, H.? Hutchinson, C.R.:"Cloning and heterologous expression of a gene 
cluster for the blosynthesis of tetracenomycin C, the anthracycline antitumor antibiotic of 
Streptomyces glaucescens". Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 4445-4449. (1987). 
Murakami,T., Anzai,H., Imai,S., Satoh, A., Nagaoka,K. y 
Thompson,C. J. "The bialaphos biosynthetic genes of Streptomyces hygroscopicus : 
Molecular cloning and characterization of the gene cluster". Mol.Gen.Genet. 205: 42. 
(1986). 
Murphy,E,, Huwyler,L. y do Carmo de Freire Bastos,M. "" EMBO J. 4 : 
3357-3365. (1985) 
Murray,GM.G. "Use of Sodium Trichloroacetate anf Mung Bean nuclease to increase 
. sentivity and precision during transcript mapping". An.Biochem. 158 : 165-170. (1986). 
Narva, K., Feitelson, J.S. "Nucleotide sequence and transcriptional analysis of the 
redü locus of Streptomyces coelicolor A3(2)". J. Bacteriol. 172 : 326-333. (1990). 
Ohnuki, T., Katoh,T., Imanaka, T y Aiba, S. "Molecular cloning of tetracycline 
resistance genes from Streptornyces rimsus in Streptomyces grisew and characterization 
of the cloned genes". J.Bacterio1.m: 10 10. (1985a). 
Ohnuki, T., Imanaka, T y Aiba, S. "Self-cloning in Streptomyces griseus of an 
str gene cluster for the streptomycin biosynthesis and streptomycin resistance", Journal 
of Bacteriology 164 : 85-94. (1985b). 
Okanishi,M,, Suzuki, K. y Urnezawa, H. "Formation and reversion of 
streptomycete protoplasts : cultural conditions and morphological study". 
J.Gen.Microbio1. &3 : 389-400. (1 974). 
Packter,N.M. "Biosynthesis of acetate-derived phenols (poliketides)". En The 
biochemistry of plants. Academic Press,Inc. vol. 4 , pp. 535-570. (1980). 
Parag,Y. "Mapping and plasmid control in Streptomyces griseus, producer of 
cephamycin" pp. 258-262. In 0.K.Sebek and A.1.Laskin (ed.). Genetics of industrial 
microorganisms. (1979). 
Pigac,J. y Alacevic,M. "Mapping of oxytetracycline genes in Streptomyces 
rimosus". Periodicum Biologomm 81 : 575. (1979). 
Piret3.M. y Chater,K.F. "Phage mediated cloning of bldA, a region involved in 
Streptomyces coelicolor rnorphological development, and its analysis by genetic 
complementatio". J.Bacterio1m: 3608-3616. 
Pulido,D. Jiménez,A., SaIas,M y Mellado,R.P."Bacillus subtilis phage $29 
main promoters are efficiently recognized in vivo by the Streptomyces lividans RNA 
polimerase" Gene% 377. (1987). 
Rhodes,P.M., Winskill,N., Friend,E.J. y Warren,M. "Biochemical and 
genetic characterization of Streptomyces rimosus mutants impaired in oxytetracycline 
biosynthesis". 3.Gen.Microbiol. 124 : 329. (198 1). 
Robinson,M. Lewis,E. y Napier,E. "Occurrence of reiterated DNA sequences in 
strains of Streptomyces produced by an interspecific protoplast fusion". Mol.Gen.Genet. 
182 : 336-340. (198 1). 
-
Rodici0,M.R. y Chater,K.F."Small DNA-free liposomes stimulated transfection of 
Stre~tomvces protoplasts". J.Bacterio1.u: 1078- 1085. (1982). 
Rodicio,M.R.,Bruton,C.J. y Chater,K.F."New derivatives of the Streptomyces 
temperate phge $C31 useful for the cloning and funtional analysis of Streptomyces 
DNA". Gene 34 283-292. (1985). 
Rudd, B.A.M. "Genetics of pigmented secondary metabolites in Streptomyces 
coelicolor" PhD. Thesis, University of East Anglia, Norwich, U.K. (1978). 
Rudd, B.A.M., Hopwood, D.A. "Genetics of actinorhodin biosynthesis by 
Streptomyces coelicolor A3(2)". J. Gen. Microbiol. 114: 35-43. (1979). 
. Rudd, B.A.M., Hopwood D.A. "A pigmented mycelial antibiotic in Streptomyces 
coelicolor : control by a chromosomal gene cluster". J. Gen. Microbiol. 119 : 333-340. 
(1980). 
Sarnbrook, Fritsch y Maniatis. Molecular cloning, a laboratory manual. 2 &d. 
Cold Spnng Harbour Laboratory Press. (1989). 
Sanger,F., Nicklen,S. y Coulson,A.R. "DNA sequencing with chain terminating 
ínhibitors". Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 : 5463-5467. (1977). 
Sarin,P.S. "Molecular pharmacologic approaches to the treatment of AIDS". A.Rev. 
Phannac. 28: 41 1-428. (1988). 
Seno,E.T., Bruton,C.J. y Chater,K.F."The glycerol utilization operon of 
Streptomyces coelicolor : genetic mapping of gyl mutations and the analysis of cloned gyl 
DNA". Mol.Gen.Genet. 193 : 1 19-128. (1984). 
Seno, E.T., Baltz, R.H. "Structural organization and regulation of antibiotic 
biosynthesis and resistance genes in actinomycetes". In: Regulation of Secondary 
Metabolism In Actinomycetes. (Ed. Shapiro, S.). Chemical Rubber Company, Boca 
Raton, Florida. pp 1-48. (1989). 
Seto,H., Sasaki,T., Imai,S., Tsuruoka,T.? Ogawa,H., Satoh,A., 
Inoueye,S., Niida,T. y Otake,N. "Studies on the biosynthesis of bialaphos (SF- 
1293).2.Isolation of the fmt natural products with a C-P-H bond and their involvement in 
the C-P-C bond formation". J.Antibiotics. 36: 96. (1983). 
Schrempf,H. "Genetic instability : arnplification, deletion and rearrangement within 
Streptomyces DNA". En Microbiology-1985. American Society for Microbiology. 
(1985). 
Schüz,R. Heller,W. y Hahlbrock,K. "Substrate specificity of chalcone synthase 
from Petroselinum hortense". J.Biol.Chem. 258 : 6730-6734. (1983). 
Sherman,D.H., Malpartida,F., Bibb,M., Kieser,H., Bibb,M. y 
Hopwood,D.A. "Structure and deduced function of the granaticin-producing poliketide 
synthase gene cluster of Streptomyces violaceusruber Tü22". The EMBO J. 8: 2717- 
2725. (1989). 
Singer,M y Sol1,D. "Guidelines for DNA hybrid molecules" Science 181 : 11 14. 
(1973)- 
Sitrin,R.D.,Chang,G.W.,Dingerdissen,J.J~,Holl,W.,Hoover, J.R.E O ?  
Valenta,J.R.,Webb,L., y Snader,K.M. "Aricidins, novelglycopeptideantibiotics. 
11. Isolation and characterization". J-Antibiot. 38: 561-57 1. (1985). 
Smith,H.O. y Wilcox,K.W. "A restriction enzyme from Hemophilus influenzae, I 
Puriñcation and general properties". J.Mol.Biol.2: 379-39 1. (1970). 
Smith,C.P. "Molecular biology of the glycerol utilization operon of Streptomyces 
coelicolor A3(2)". Tesis doctoral, Universidad de East Anglia, Norwich. (1985). 
Smith,C.L., Econome,J.G., Schutt,A., Klco,S. y Cantor,C.R. "A physical 
map of the Escherichia coli K12 genome". Science, wash. 236: 1448-1453.(1987). 
. Stanzak, R., Matsushima, P., Balz, R.H., Rao, R.N. "Cloning and expression 
in Síreptomyces lividans of clustered erythromycin biosynthesis genes from 
Strepíomyces erythreus.". Biotechnology & 229-232. (1986). 
Strohl,R.W., Bartel,P.L., Connors,N.C., Chun-baoZhu, Dosch,D.C., 
Beale, J.M. Jr.,Floss,H.G.,Stutzman-Engwall,K.,Otten,S.L.yHutchinson, 
R.C. "Biosynthesis of natural and hybrid poliketides by anthracycline producing 
sueptomycetes". En prensa. (1989). 
Stuttard,C., Atkinson,L. y Vats,S. "Genome structure in Streptomyces spp. : 
adjacent genes on the Streptomyces coelicolor A3(2) linkage map have cotransducible 
analogs in S.venezuelae". J.Bacterio1. 169 : 38 14-38 16. (1987). 
Stutzman-Engwall, K.J., Hutchinson, C.R. "Multigene families for 
anthracycline antibiotic production in Streptomyces peucetius". Proc. Natl.Acad. Sci. 86 
: 3135-3 139.(1989). 
Summerton,J., Atkins,T. y Bestwick,R. "A rapid method for preparation of 
bacteria1 plasmids". An-Biwhem. m: 79-94 .(1983). 
Thompson,C. J., Ward,J,M. y Hopwood,D.A. "DNA cloning in Streptomyces : 
resistmce genes from antibiotic-producing species ". Nature 286 : 525-527. (1980). 
Thompson,C. J., Ward,J.M. y Hopwood,D.A. "Cloning of antibiotic resistance 
and numtional genes in streptomycetes". J-Bacteriol. 151 : 668-677. (1982). 
Tohyama,H., Okami,Y y IJmezawa,H. "Nucleotide sequence of the 
streptomycinphosphonansferase and amidinotransferase genes from Streptomyces 
griseus". Nucl. Acid. Res. 15: 1819. (1987). 
Tomick,P.K. "Streptomyces cloning : useful recombinant DNA systems and a 
summation of cloned genes". Antimicrob. Agents Chemother. 32 : 1465- 147 1. (1988). 
Uchiyama,H, y Weisblum,B. En Microbiology 1985. Ed. Leive,L. American 
Society for Microbiology, Washington, D.C., pp. 375-378. (1985). 
Vara,J.A., PuIido,D., Lacalle,R.A. y Jiménez,A. "Two genes in Streptomyces 
alboniger puromycin biosynthesis pathway are closely linked". Gene &: 135-140. 
(1988). 
Vats,S. Stuttard,C. y Vining,L.C. "Transductional analysis of chloranphenicol 
biosynthesis genes in Streptomyces venezuelae". J.Bacterio1.m: 3809-38 13. (1987). 
Ward, J.M., Janssen, G.R., Kieser, T., Bibb, M.J., Buttner, M.J., Bibb, 
M J. "Construction and characterisation of a series of multi-copy promoter-probe vectors 
for Streptomyces using the aminoglycoside phosphotransferase gene from Tn5 as 
indicator". Mol. Gen. Gent. 203 : 468-478. (1986). 
Watson, J.D. y Crick,F.H.C. "Molecular structure of nucleic acids : a structure for 
deoxyribose nucleic acid". Nature : m: 737-738. (1953). 
Westpheling,J., Ranes,M, y Losick,R. "RNA polymerase heterogeneity in 
Strepfomyces coelicolor". Nature 313 ; 22-27. (1985). 
Woese,C.R. "Bacteria1 evolution". Micobiol. Rev. 51 : 22 1-27 1. (1987). 
. Wright,L.F, y Hopwood,D.A. "Actinorhodin is a chromosomally determined 
antibiotic in Streptomyces coelicolor A3(2). J.Gen.Microbiol.96: 289-297. (1976). 
Yanisch-Perron, C., Viera, J., Messing, J. "Improved M13 cloning vector and 
host strains: nucleotide sequences of M13mp18 and pUC19 vectors". Gene 33 (1985) 
103-1 19. 
Young,F.E, y Wilson,G.A. "Bacillus subtilis". En Handbook of genetics, vol. 1, 
ed. R.C.King, pp 69-1 14. New York : Plenum Press. (1974). 
Zalkin,H. y Ebbole,D. J. "Organization and regulation of genes encoding 
biosynthetic enzymes in Bacillus subtilis". J.Biol.Chem. 263: 1595-1598. (1988). 
